Modulazione dell'attivita' del recettore per l'eritropoietina in cellule endoteliali: studi in vitro. by BINI, MARTINA
                                    UNIVERSITÀ DI PISA  
 
                                           
                  





       Corso di Laurea in Chimica e Tecnologia Farmaceutiche  
 
 
                                 Tesi di laurea: 
  
Modulazione dell’attività del recettore per l’eritropoietina                              







             Relatori:                                                               Candidata: 
                                                                
 Dott.ssa   Eleonora  Da Pozzo                                         Martina  Bini 














                           
 
                      
 
Non basta guardare,  
occorre guardare con occhi che vogliono vedere,   






1.1 Eritropoietina 2 
      1.1.1 Struttura dell’EPO e sua produzione 3 
1.2 Recettore dell’eritropoietina (EPO-R) 6 
      1.2.1 Meccanismo d’azione: interazione di EPO con il suo recettore 7 
1.3 Recettore EPO in tessuti non-eritropoietici 13 
      1.3.1 Effetti su tessuti non-eritropoietici 16 
1.4 ESA: agenti stimolanti l’eritropoiesi 18 
      1.4.1 Darbepoetina  21 
      1.4.2 C.E.R.A 22 
1.5 Effetti e usi clinici degli ESA 24 
      1.5.1 Effetti indesiderati 26 
Scopo della tesi 29 
2.MATERIALI E METODI 30 
2.1 Linea cellulare 31 
2.2 Trattamenti farmacologici 32 
2.3 Saggio ELISA per la determinazione della proteina STAT-5 fosforilata 33 
      2.3.1 Fosforilazione di STAT-5 mediata da EPO: dipendenza dalla                          
               concentrazione e dal tempo 36 
      2.3.2 Desensitizzazione di EPO-R 37 
      2.3.3 Risensitizzazione di EPO-R 38 
2.4 Espressione dell’mRNA di EPO-R dopo desensitizzazione 38 
      2.4.1 Tecnica dell’amplificazione genica: RT-PCR 40 
IV 
 
2.5 Studi di funzionalità cellulare 44 
      2.5.1 Saggio di vitalità cellulare (MTS Assay) 44 
      2.5.2 Stimolazione dell’angiogenesi: modello in vitro 46 
2.6 Analisi statistica 48 
3.RISULTATI E DISCUSSIONE 49 
3.1 Ottimizzazione delle condizioni sperimentali 50 
3.2 EPO DarbEPO e CERA mediano la fosforilazione di STAT-5:          
      dipendenza dalla concentrazione e dal tempo 51 
3.3 Desensitizzazione di EPO-R 54 
3.4 Risensitizzazione di EPO-R 56 
3.5 Effetti degli ESA sull’espressione di EPO-R 60 
3.6 Effetto della stimolazione con EPO , DarbEPO e CERA sulla vitalità   
      delle HUVEC 61 
3.7 Angiogenesi nelle cellule endoteliali dopo stimolazione con   
      EPODarbEPO e CERA: saggio in vitro 62 














L’eritropoietina (EPO) è il più importante fattore di crescita coinvolto nell’eritropoiesi, un 
complesso processo fisiologico che ha la funzione di mantenere l’omeostasi dei livelli di 
ossigeno nel corpo (Calabrò ML, 2008). EPO è un ormone glicoproteico, appartenente alla 
grande famiglia delle citochine di classe 1. E’ prodotto principalmente dalle cellule 
interstiziali del rene ed in misura minore dal fegato e dal cervello (Elliott S et al., 2008); 
una volta rilasciato nella corrente sanguigna, viene trasportato al midollo osseo dove 
esplica la sua funzione di promotore di proliferazione e differenziazione delle cellule 
progenitrici degli eritroblasti (Calabrò ML, 2008). Questo ormone è quindi coinvolto nei 
processi che portano alla formazione degli eritrociti, promuovendo la divisione e 
maturazione dei precursori eritroidi, i proeritroblasti (BFU-E, CFU-E) (Jelkmann W et al., 
2004) e inattivando la loro via apoptotica, che porta a morte cellulare programmata 
(Koury MJ et al., 1992; De Maria R et al., 1999); questi impiegano circa una settimana nel 
midollo osseo per differenziarsi, maturare, incorporare l’emoglobina ed il ferro e, una 
volta liberati nel sangue, acquisiscono la morfologia di eritrociti maturi (Calabrò ML, 
2008).  
 
Figura 1: Eritropoiesi (Steve Elliott, Elizabeth Phama, and Iain C.   Macdougall. Erythropoietins: A common 
mechanism of action. Experimental Hematology 2008). 
In condizioni fisiologiche l’EPO è presente nel sangue in quantità piccole; è stato 
osservato che concentrazioni sieriche della glicoproteina comprese tra 10 e 25 mU/ml 
mantengono i livelli di emoglobina entro il range ottimale di 12-17 g/dl (Erslev AJ et al., 
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1991; Groopman JE et al., 1999). Cambiamenti dei normali livelli di O2 necessitano di 
adattamenti sia a breve che a lungo termine: i primi includono un aumento della 
respirazione e della frequenza cardiaca, vasocostrizione e variazioni nel volume di sangue, 
mentre dei  secondi  fa parte l’eritropoiesi che ha la funzione di aumentare il trasporto di 
ossigeno incrementando la concentrazione di globuli rossi e quindi di emoglobina (Elliott 
S et al., 2008). Esiste un meccanismo molto sensibile, che si avvale di un sensore a livello 
renale, ed è in grado di individuare alterazioni dell’ossigenazione tissutale e di rispondere 
aumentando la secrezione di EPO; determinate condizioni, quali ad esempio l’ipossia 
causata dall’anemia, sollecitano il rene ad incrementare la produzione  dell’ormone anche 
fino a cento volte (Calabrò ML, 2008). Il meccanismo si basa sulla presenza di un fattore di 
trascrizione, Hypoxia-inducible factor, HIF-1 eterodimerico (HIF-1α, subunità labile, e HIF-
1β, subunità costante nucleare) che aumenta l'espressione del gene dell'eritropoietina. 
HIF-1α è instabile in presenza di ossigeno e viene rapidamente degradato dalla prolil-
idrossilasi con il contributo della proteina di von Hippel-Lindau; durante l’ipossia la prolil-
idrossilasi è inattiva, di conseguenza HIF-1α si accumula attivando l'espressione del gene 
dell'eritropoietina, che andrà poi a stimolare la rapida espansione dei progenitori eritroidi 
(Jelkmann W et al., 2004; Wang GL et al., 1995;Wang GL et al., 1993). Nonostante esista 
una correlazione diretta tra la concentrazione di EPO nel siero e la produzione di globuli 
rossi, la  variazione nella velocità/entità dell’eritropoiesi è inferiore rispetto a quella nei 
livelli di EPO; è stato visto, infatti, che il fattore che influisce maggiormente 
sull’incremento del numero degli eritrociti non è tanto la quantità di EPO, quanto il  
tempo in cui una concentrazione di EPO è mantenuta costante (Elliott S et al., 2008).  
1.1.1 Struttura dell’EPO  e sua produzione 
Studi cristallografici hanno rivelato che l’EPO assume una struttura globulare compatta 
costituita da 4 fasci di -eliche (Wen D et al.,1994; Elliott S et al., 1997) (Figura 2). I 
fibroblasti interstiziali del rene producono l’eritropoietina sotto il controllo di un singolo 
gene, localizzato sul cromosoma 7; il prodotto primario della traduzione è un polipeptide 
di 193 amminoacidi cui sono seguiti la rimozione di un peptide di 27 amminoacidi e 
dell’arginina C-terminale e la glicosilazione in vari siti. Il polipeptide maturo è costituito 
quindi da 165 amminoacidi contenenti  due ponti disolfuro tra Cys7 e Cys161 e tra Cys20 e 
Cys33 e quattro siti di glicosilazione, di cui una catena O-glicosilata su Ser126 e tre catene N-
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glicosilate su Asn24 , Asn38 , Asn83. Le catene oligosaccaridiche sono il risultato di una serie 
di reazioni enzimatiche post-traduzionali ed, insieme ai ponti disolfuro, sono necessarie 
perché l’EPO esplichi la sua attività biologica ( Salvo R. A. et al., 2007; Law ML et al., 1986; 
Calabrò ML, 2008).  
 
                      
 Figura 2: Struttura dell’eritropoietina (Steve Elliott, Elizabeth Phama, and Iain C.   Macdougall. 
Erythropoietins: A common mechanism of action. Experimental Hematology 2008) 
 
Fin dai primi anni del 1900 il fattore che regolava la produzione di globuli rossi aveva 
attirato l’attenzione di molti studiosi: nel 1905 Carnot e Deflandre ipotizzarono l’esistenza 
di una sostanza specifica e la chiamarono questa emopoietina (Carnot P, DeFlandre C, 
1906). I loro studi vennero condotti su conigli cui era stata provocata volontariamente 
un’emorragia; il plasma venne prelevato da questi e trasferito in conigli sani, dove si 
osservò una reticolocitosi (aumento della percentuale dei reticolociti) (Fisher James W, 
2003). In seguito, numerosi ricercatori hanno contribuito a fornire risultati nella ricerca 
dell’eritropoietina: alcuni tra questi, come Hjort e colleghi, nel  1936 dimostrarono 
l’esistenza di questo fattore umorale (Hjort E et al., 1936). Nel 1950, il gruppo di ricerca 
coordinato da Reissmann verificò che l'espressione genica del fattore era regolata dalla 
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pressione di ossigeno (Reissmann KR et al., 1950). Uno dei progressi più importanti in 
questo campo però è avvenuto nel 1977 quando Miyake riuscì ad isolare e purificare 
l’eritropoietina umana dall’urina di pazienti con anemia aplastica grave (Miyake T et al., 
1977). Da allora, le caratteristiche e le informazioni strutturali dell’ormone purificato 
hanno reso possibile nel 1985 la clonazione del rispettivo gene e lo sviluppo di una linea 
cellulare transfettata capace di produrre eritropoietina ricombinante umana (Lin FK et al., 
1985; Jacobs K et al., 1985). 
La mancanza di EPO endogena è la causa primaria di anemia associata a insufficienza 
cronica renale (IRC) e prima che la proteina umana ricombinante (rHuEPO) fosse 
disponibile, circa il 25% pazienti in dialisi renale necessitavano di periodiche trasfusioni di 
sangue. Il trattamento con rHuEPO si è rivelato molto utile per aumentare la qualità di 
vita di questi pazienti anemici, diventando uno dei farmaci più venduti tra i prodotti 
farmaceutici ricombinanti (Jelkmann W, 2004). Data la necessità di ottenere un prodotto 
ricombinante perfettamente purificato mediante un processo controllato e riproducibile, 
varie tecniche sono state impiegate a tale scopo. Le tecniche che si sono avvalse dell’uso 
dei microrganismi, hanno escluso la possibilità di ottenere eritropoietina 
farmacologicamente attiva. Infatti l’EPO naturale deglicosilata (18,4 kDa), ottenuta dai 
batteri che non possiedono attività di modifica post-traduzionale, ha attività molto ridotta 
in vivo dimostrando che la porzione zuccherina (che sposta il peso molecolare dell’EPO a 
30-40kDa) ricopre un ruolo fondamentale nella funzionalità dell’ormone (Calabrò ML, 
2008; Makoto T, 1989). La produzione di EPO sintetica è stata realizzata con l’impiego di 
linee cellulari di mammifero, CHO (cellule di ovaio di criceto cinese), le uniche in grado di 
fornire un prodotto identico a quello naturale. La produzione mediante la tecnologia del 
DNA ricombinante utilizza una procedura (Calabrò ML, 2008), riassunta brevemente nei 
seguenti passaggi: 
 Il DNA umano viene frammentato nei singoli geni, ciascuno dei quali, inserito in un 
apposito vettore, viene introdotto in cellule batteriche; grazie alla formazione di 
colonie, si verifica l’amplificazione dei vari geni. 
 EPO viene estratta dall’urina umana, frammentata con idrolasi specifiche e 
sequenziata; le informazioni ricavate vengono usate per sintetizzare una sonda di 
DNA corrispondente alla sequenza amminoacidica in oggetto (retrotraduzione). 
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 La sonda sintetizzata viene marcata ed impiegata per la ricerca del gene 
codificante l’EPO, all’interno dei cloni provenienti dal DNA umano frammentato; 
dopo un certo periodo di incubazione, l’avvenuta ibridazione con la sonda marcata 
permette l’identificazione del clone di interesse, che viene subcoltivato. Il DNA 
viene poi estratto, purificato e marcato, con l’obiettivo di ottenere una nuova 
sonda di DNA naturale. 
 La sonda di DNA naturale, capace di ricercare l’mRNA per l’eritropoietina, viene 
introdotta in una miscela di cellule provenienti dal rene umano, perché possa 
ibridare con l’mRNA complementare; una volta isolato il complesso, viene risolto 
nei due componenti e l’mRNA ricavato viene sottoposto all’azione della trascrittasi 
inversa per ottenere il cDNA corrispondente. Quest’ultimo viene amplificato 
mediante clonazione in cellule batteriche e successivamente trasferito nelle linee 
cellulari di CHO, che coltivate in condizioni controllate, permettono la produzione 
su ampia scala dell’eritropoietina ricombinante. 
Esistono due prodotti ricombinanti dell’EPO, epoetina alfa ed epoetina beta, che 
possiedono stessa sequenza amminoacidica, analoghi siti di glicosilazione e sono 
molto simili all’ormone endogeno per quanto riguarda composizione, conformazione, 
sequenza amminoacidica, farmacocinetica e attività biologica. 
1.2 Recettore dell’eritropoietina (EPO-R) 
EPO si lega ad un recettore (EPO-R) presente sulla superficie delle cellule progenitrici 
eritroidi, dove coordina alle funzioni di proliferazione, differenziazione e 
sopravvivenza nel midollo osseo. Dopo la clonazione del gene dell’EPO e grazie a studi 
di marcatura di questo con lo 125I, è stato possibile studiare e identificare i suoi 
recettori sulla superficie cellulare (Fisher JW, 2003). Questi studi hanno rilevato che il 
numero dei recettori è inferiore alle mille unità (circa 200)(D’Andrea AD, 1990) e che il 
recettore è principalmente espresso sulla superficie delle CFU-E, dei normoblasti 
mentre in misura minore su quella delle BFU-E. Inoltre è stato dimostrato che il 
numero dei recettori per cellula diminuisce gradualmente ed in proporzione con il 
progredire della differenziazione delle cellule progenitrici eritroidi, fino alla scomparsa 
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negli eritrociti maturi (Sawada K et al.,1990; Wickrema A et al., 1992; Sawyer ST et al., 
1987).  
Il gene che codifica per il recettore dell’EPO è stato clonato in una linea cellulare 
murina eritroleucemica (D’Andrea AD, 1989). EPO-R è una glicoproteina il cui peso 
molecolare varia da 66 a 78 kDa ed è costituito da 484 amminoacidi. Possiede una 
singola catena idrofobica transmembrana, un dominio citoplasmatico variabile ed un 
dominio extracellulare conservato (D’Andrea AD et al.,1990; Youssoufian H et al., 
1993). Studi di cristallografia indicano che il recettore EPO esiste come dimero 
preformato e che, in seguito a legame con l’agonista, cambia conformazione unendo 
le due porzioni recettoriali. E’ stato inoltre dimostrato che esistono due siti di legame 
nel dominio extracellulare del recettore che mostrano diversa affinità per l’EPO: uno 
ad alta affinità con una kd di 1nM, l’altro a bassa affinità con una kd 2M (Fisher JW, 
2003; Philo JS et al., 1996; Mayeux P et al., 1991). Esperimenti di affinità, effettuati 
con l’uso dell’EPO radiomarcata, rivelano due complessi con il recettore tramite 
legami reticolati. I complessi appaiono o come due bande a 145 kDa e 120 kDa, o 
come una sola banda a 110 kDa, la cui grandezza è la somma di quella dell’EPO e del 
suo recettore. Le diverse misure delle bande testimoniano la presenza di specie ad 
alto peso molecolare ed altre a basso peso molecolare. Alcuni ricercatori hanno 
osservato una larga banda della molecola di 250 kDa, che si risolve in due bande 
previa riduzione (McCaffery PJ et al.,1989). 
Recenti studi, utilizzando l’EPO ricombinante, hanno evidenziato che il legame al 
recettore dipende dal contenuto di carboidrati dell’agonista EPO-simile: l’affinità 
recettoriale decresce con la glicosilazione, forse perché quest’ultima fa sì che si 
vengano a creare forze elettrostatiche di repulsione (Egrie JC et al.,2003). 
1.2.1 Meccanismo d’azione: interazione di EPO con il suo recettore             
In seguito al legame con il suo recettore, EPO induce una cascata di segnali 
intracellulari che si verificano attraverso una rapida fosforilazione di diversi residui 
tirosinici del recettore, nonostante EPO-R non possieda attività endogena tirosin-
chinasica (Fisher JW, 2003). Come mostrato in Figura 3 il legame di EPO al recettore 
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induce un cambiamento conformazionale che porta ad una connessione più stretta 
tra il dimero (omodimerizzazione)(Remy I et al., 1999); in seguito a ciò vengono 
attivate, tramite una transfosforilazione le due Janus chinasi 2 (JAK2), molecole con 
attività tirosin-chinasica che sono associate costitutivamente  con la regione 
citoplasmatica della molecola recettoriale ed in parte con quella transmembrana 
(Witthuhn B et al., 1996; Hilton CJ et al., 1995). Dopo l’attivazione con EPO, gli otto 
residui tirosinici che si trovano nel dominio citoplasmatico dell’EPO-R vengono 
fosforilati, andando a fornire siti di attacco per altre proteine intracellulari che hanno 
domini di tipo Src homology 2 (SH2)(Miura O et al., 1991; Yoshimura A et al., 1992).  
 
Figura 3. Il primo passaggio dell’attivazione del recettore con EPO è la dimerizzazione(1); le JAK2 
chinasi, già associate al recettore, si avvicinano e si attivano tramite transfosforilazione(2); i residui di 
tirosina(Y) vengono poi fosforilati(3,4) fornendo siti di attacco per proteine di segnale intracellulari con 
dominio SH2 (Lacombe C and Mayeux P.,1999) 
In seguito vengono attivate più vie di segnali di trasduzione, quali fosfatidil-inositolo 3-
chinasi (PI-3K/Akt), JAK2, STAT5, MAP chinasi e proteina C chinasi (Klingmuller U., 1997; 
Costantinescu SN et al., 2001). E’ ben noto che il legame di EPO al recettore attiva le 
proteine STAT1, STAT3, STAT5A e STAT5B (Penta K et al., 1995; Watowich SS et al., 2000; 
Wakao H et al., 1995). Il meccanismo d’azione del segnale a valle dopo attivazione di 
STAT-5 è controverso, in quanto alcuni ricercatori sostengono che ci sia una correlazione 
di questa attivazione con la proliferazione cellulare (Damen JE et al., 1995; Chretien S et 
al., 1996), mentre altri non vedono collegamento tra questi due eventi (Quelle FW et al., 
1996; Klingmuller U et al., 1996). STAT-5 si lega a P-Tyr 343 e a P-Tyr 401 del recettore 
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(Figura 4) e viene poi fosforilata a livello di una tirosina da JAK2 (Barber DL et al., 2001); 
STAT-5 fosforilata si dissocia dal recettore e forma un dimero, che  trasloca nel nucleo e 
attiva i geni target (Jelkmann W, 2004). STAT-5 è essenziale per mantenere sostenuta 
l’eritropoiesi durante lo sviluppo fetale e promuove effetti anti-apoptotici attivando 
l’espressione di Bcl-Xl (Socolovsky M et al., 1999); l’attivazione di STAT-1 e STAT-3 avviene 
invece tramite la P-Tyr 432 del recettore umano per l’EPO (Kirito K et al., 2002).     
                                                                                                                                                   
Figura 4: Rappresentazione schematica di una sezione intracellulare di EPO-R  con identificazione di siti di 
legame per proteine segnale (Lacombe C and Mayeux P., 1999).                                        
EPO attiva la via della Ras/MAP chinasi, coinvolta nella proliferazione cellulare (Carrol MP 
et al., 1991). Un dominio SH2 della proteina adattrice Grb2 si lega a un residuo tirosinico 
fosforilato del recettore (Figura 4) sia direttamente che indirettamente tramite Shc 
(Mason JM et al., 2000); quest’ultimo viene tirosin-fosforilato da JAK2 in maniera EPO-
dipendente, promuovendo la formazione del complesso tra EPO-R, Grb2 e il fattore di 
scambio nucleotidico Sos (Odai H et al., 1997). In seguito  Sos trasloca sulla membrana 
plasmatica, dove attiva Ras, portando all’attivazione a valle di raf-1 e delle MAP chinasi; 
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l’effetto finale è un  aumento della proliferazione e della differenziazione, come 
dimostrato in studi su  globuli rossi CD34 positivi derivati da cordone (Lu L et al., 2000).     
E’ stato dimostrato, come illustrato nella Figura 5, che la via della fosfatidil-inositolo 3 
chinasi coinvolge l’interazione del suo dominio SH2 della subunità P85 con l’ultima 
tirosina dell’EPO-R (Damen JE et al., 1996; Damen J et al., 1995); PI-3k viene attivata in 
seguito a fosforilazione e a sua volta attiva la proteina chinasi B (PKB)/Akt fosforilandola. 
PKB/Akt attiva svolge diverse funzioni: 1) fosforilazione e inattivazione di molecole pro-
apoptotiche come Bad, caspasi 9 o GSK-3b; 2) fosforilazione di FOXO TF con conseguente 
inibizione della traslocazione nel nucleo e mancata attivazione dei geni target come Fas e 
Bim; 3) fosforilazione di IkB, con rilascio del fattore di trascrizione nucleare (NF)-kB, 
conseguente traslocazione nel nucleo e attivazione dei  geni bersaglio codificanti  
molecole antiapoptotiche (XIAP, c-IAP2) (Elliott S et al., 2008).  
Il legame di EPO al suo recettore attiva anche Hsp70, che si lega ed inattiva molecole pro-





Figura 5:Meccanismo d’azione dell’EPO (Elliott S, Phama E,  Macdougall IC. Erythropoietins: A common 
mechanism of action. Experimental Hematology, 2008) 
EPO-R è estremamente instabile con una emivita di circa un'ora (Yoshimura DA et al., 
1990; Neumann D et al., 1993); questa sembra essere una caratteristica intrinseca del 
recettore, come è stato osservato in una vasta gamma di linee cellulari che esprimevano 
EPO-R (Neumann D et al., 1993;Watowich SS et al., 1994). 
L’efficacia di un agonista è fortemente dipendente dalla reattività funzionale dei recettori 
di membrana di superficie, che sono noti essere modulati sia in condizioni fisiologiche che 
patologiche da specifici e complessi meccanismi di regolazione; alcuni di questi regolano 
l’abbondanza e/o la disponibilità del recettore, mentre altri possono modificare la 
reattività di molecole di segnale a valle rispetto al recettore. Queste alterazioni nella 
capacità di risposta dei recettori sono la desensitizzazione, la down-regulation e la 
risensitizzazione. E’ stato dimostrato da studi in vitro che l'attivazione delle vie di 
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trasduzione intracellulari è transitoria, nonostante la presenza continua di EPO nel mezzo 
di coltura; vengono attivati contemporaneamente meccanismi regolatori negativi che 
conducono alla cessazione delle vie intracellulari attivate dall’EPO e il segnale ritorna a 
livelli basali dopo circa 30-60 minuti (Verdier F et al., 2000). L’azione dell’EPO termina 
quando entra in gioco la fosfotirosina fosfatasi SHP1, che inattiva la JAK2 catalizzando la  
sua defosforilazione (Klingmuller U et al., 1995); in accordo con questi risultati, i recettori 
EPO troncati, non in grado di legare SHP1, sono responsabili di una eritrocitosi benigna 
nell’uomo, in quanto mostrano una prolungata attività di JAK2 (De La Chapelle A et al., 
1993).  
Un altro meccanismo di down-regulation di EPO-R è l'internalizzazione e la degradazione 
del complesso attivato EPO/EPO-R (Mufson RA et al., 1987; Levin I et al., 1998), il cui 
preciso meccanismo è oggetto di discussione (Verdier F et al., 2000). Alcuni ricercatori 
sostengono il coinvolgimento del sistema ubiquitina-proteasoma e quindi dell’attivazione 
della via proteolitica nella degradazione del recettore: è stato riportato infatti che gli 
inibitori del proteasoma prolungano la durata dell’ EPO-R e la fosforilazione della tirosina 
di STAT5 in risposta a EPO (Verdier F et al., 1998). Durante la stimolazione di EPO, il pool 
di EPO-R sulla superficie cellulare è fortemente diminuito sia per la internalizzazione e 
degradazione dei complessi EPO/EPO-R, che per l'inibizione della sintesi e del trasporto di 
nuovi recettori sulla membrana plasmatica. Nelle cellule trattate con inibitori del 
proteasoma, sono trasportati sulla membrana plasmatica EPO-R di nuova sintesi, che 
hanno immediatamente sostituito i recettori internalizzati, portando così a un 
prolungamento dell’azione dell’agonista. Pertanto, il proteasoma controlla la durata di 
segnale provocato dalla stimolazione di EPO inibendo il rinnovo dei EPO-R sulla superficie 
cellulare fino a 2 ore (Verdier F et al., 2000). 
Altri studiosi hanno dimostrato invece che l'ubiquitinazione del recettore 
dell'eritropoietina sulla Lys256 è necessaria per indurre la sua internalizzazione, mentre 
l'ubiquitinazione sulla Lys428 promuove il traffico del complesso EPO/EPO-R  verso i 
lisosomi per la degradazione. E’ stato verificato che un EPO-R privo di lisine 
citoplasmatiche presenta un’attenuata attivazione delle vie di segnale di  STAT-5, 
Ras/MAPK e PI3K/AKT riducendo così l'attività mitogenica e dimostrando perciò che 
l’ubiquitinazione del EPO-R controlla in modo critico sia l’endocitosi e che i segnali a valle 
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(Bulut GB et al., 2011; Meyer L et al., 2007).  La “digestione” del recettore avveniva 
comunque all’interno di lisosomi o endosomi (Walrafen P et al., 2005). In altri studi sono 
state impiegate diverse chimere EGF-R/EPO-R per mappare i domini citosolici di EPO-R 
che causano rapida degradazione (Supino-Rosin L et al., 1999). 
Un altro gruppo di proteine che partecipano alla terminazione del segnale indotto da EPO 
sono quelle appartenenti alla famiglia di proteine CIS, conosciute anche come SOCS 
(soppressori del segnale di citochine) (Yoshimura A, 1998): CIS1 lega P-Tyr 401 del 
recettore, che è il principale sito di legame di STAT-5, contribuendo così alla regolazione 
negativa del segnale di trasduzione (Matsumoto A et al., 1997). Anche altre proteine 
appartenenti alla famiglia CIS, come CIS3 o JAB (JAK-binding protein) inibiscono la 
proliferazione EPO-mediata e l’attivazione di JAK2 (Sasaki A et al., 2000). 
1.3 Recettore EPO in tessuti non-eritropoietici 
Inizialmente si pensava all’EPO come ad una molecola che agisse esclusivamente sulle 
cellule progenitrici eritroidi. Tuttavia studi più recenti hanno mostrato che EPO è un 
ormone dotato di azioni pleiotropiche (Masuda S et al., 1999; Lappin TR et al., 2002): 
l’mRNA di EPO-R o la stessa proteina sono stati individuati in cellule endoteliali 
(Anagnostou A et al., 1994; Anagnostou A et al., 1990), nell’epicardio e pericardio (Wu H 
et al., 1999), nelle cellule endoteliali e cellule del mesangio renali (Westenfelder C et al., 
1999), negli isolotti pancreatici (Fenjves ES et al., 2003), nella placenta (Sawyer ST et al., 
1989) ed in definite aree del cervello (Marti HH et al., 1996). In tali tessuti, è stato 
dimostrato che EPO ha funzioni angiogeniche e neutrofiche (Masuda S et al., 1999; Lappin 
TR et al., 2002; Vogel J et al., 2011). 
In alcuni studi è stata evidenziata la presenza di mRNA di EPO-R nelle cellule endoteliali 
umane derivate dalla vena del cordone ombelicale umano (HUVEC): sono state usate 
tecniche di PCR per rilevare e quantificare il recettore umano per l’EPO trascritto dal gene 
nelle HUVEC (Anagnostou A et al., 1994). Questi dati sono stati messi in relazione con 
l’abbondanza dell'mRNA espresso nelle linee cellulari eritroleucemiche OCIM1 e K562. La 
linea cellulare K562 esprimeva in media 4-6 EPO-R per cellula (Fraser JK et al., 1988), 
mentre la linea OCIM1 presentava una densità recettoriale pari a circa 3000 recettori per 
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cellula (Broudy VC et al., 1988); come controllo negativo erano state utilizzate cellule 
HeLa, non esprimenti EPO-R. Lo stesso lavoro ha poi confermato la presenza di questi 
recettori sulle cellule endoteliali, utilizzando un anticorpo monoclonale che si lega alla  
porzione extracellulare di EPO-R (D'Andrea AD et al., 1993): sezioni di cordone ombelicale 
e di placenta sono state saggiate con tecniche di immuno-colorazione rivelando risultati 
positivi (Anagnostou A et al., 1994). 
In altre ricerche è emerso che sia i sistemi vascolari che le cellule ematopoietiche 
mostravano reattività simile dopo stimolazione con citochine e interleuchine, facendo 
riflettere su una possibile ontogenesi comune di cellule endoteliali e ematopoietiche 
(Heeschen C et al., 2003). Infatti, la differenziazione dell’endotelio vascolare durante lo 
sviluppo embrionale è strettamente legata all'aspetto dei precursori eritroidi, suggerendo 
che entrambe le linee cellulari condividono un progenitore comune, denominato 
emangioblasto (Carmeliet P et al., 2000; Folkman J, 1995). La neovascolarizzazione post-
natale è stata inizialmente pensata come il risultato di una migrazione e proliferazione di 
cellule endoteliali pre-esistenti e già completamente differenziate (un processo 
denominato angiogenesi). Recentemente, tuttavia, è stato dimostrato che esistono cellule 
progenitrici endoteliali circolanti (EPC), che inducono  neovascolarizzazione andandosi a 
differenziare in cellule endoteliali direttamente in situ (Shi Q et al., 1998; Takahashi T et 
al., 1999; Asahara T et al., 1999), attivando un processo chiamato vasculogenesi 
(Carmeliet P, 2000). Questo processo è molto importante nello sviluppo embrionale, in 
quanto la delezione di geni codificanti per l’EPO e/o per EPO-R in animali knockout porta 
a gravi difetti angiogenici, risultando letali per l’embrione (Wu et al., 1999). Dopo aver 
constatato che la vasculogenesi è attiva anche negli adulti (Heeschen C et al., 2003), si è 
aperto il campo a nuove ricerche dove, per esempio, la formazione di vasi sanguigni de 
novo può contribuire ad uno sviluppo tumorale (Lyden D et al., 2001), o in termini positivi 
può portare alla rivascolarizzazione in tessuti che hanno subito un danno, come dopo 
un’ischemia cardiaca (Iwaguro H et al., 2002; Kalka C et al., 2000). Si è visto che EPO 
induce una risposta proangiogenica nelle cellule endoteliali mature coltivate esprimenti 
EPO-R, come evidenziato dalla stimolazione della proliferazione di queste, dalla loro 
migrazione, dal rilascio dell’endotelina-1 e dall'aumento della concentrazione di calcio 
citosolico libero (Carlini RG et al., 1995; Anagnostou A et al., 1990; Vogel V et al., 1997).  
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E’ stata quindi studiata la capacità di EPO di stimolare la proliferazione di cellule staminali 
ematopoietiche, con conseguente aumento significativo del numero di cellule progenitrici 
epiteliali circolanti, in modelli sperimentali e nella stimolazione della neovascolarizzazione 
in vivo. E’ stato inoltre dimostrato che l’effetto di EPO su EPC è mediato almeno in parte 
dall’attivazione della via PI3K/AKT (Chong ZZ et al., 2002). 
L’effetto angiogenico è stato studiato anche in topi ovariectomizzati, nei quali 
un’iniezione di EPO nella cavità uterina promuoveva la formazione di vasi sanguigni 
nell’endometrio (Yasuda Y et al., 1998); è stato dimostrato anche l’aumento della 
proliferazione delle cellule endoteliali dell’aorta toracica di ratto (Carlini RG et al., 1995). 
Si è visto, inoltre, che una prolungata esposizione delle cellule endoteliali vascolari all’EPO 
(concentrazioni molto alte, al di sopra dei valori fisiologici) induce l’attivazione del 
sistema enzimatico NOS (NO sintetasi), influendo nella regolazione della pressione 
sanguigna (Banerjee D et al., 2000). In altri lavori è stato dimostrato che la produzione di 
NO è una caratteristica fondamentale richiesta per la riparazione endoteliale (Urao N et 
al., 2006; Sorrentino SA et al., 2007): Urao et al hanno indagato se rHuEPO avesse la 
funzione di mobilitare le cellule progenitrici endoteliali, promuovendo così la riparazione 
dell’endotelio danneggiato, in un modello di lesione dell’arteria femorale nel topo. I 
risultati ottenuti mostravano che la somministrazione di rHuEPO non solo inibiva la 
formazione di un’iperplasia neointimale in maniera NO-dipendente, ma aumentava la 
sintesi dell’endotelio nell’area danneggiata di 4 volte, dimostrando che parte del 
potenziale rigenerativo derivava da cellule del midollo osseo; infatti usando la proteina 
fluorescente verde o la sovraespressione della galattosidasi nelle cellule è stato 
possibile dimostrare che rHuEPO stimolava sia la proliferazione che la differenziazione 
degli EPC derivanti dal midollo osseo. Infine rHuEPO induceva la fosforilazione di 
AKT/eNOS e la sintesi di NO nelle cellule progenitrici epiteliali, confermando così i risultati 
(Urao N et al., 2006).   
L’espressione dei EPO-R nelle cellule endoteliali ha suscitato particolare interesse nella 
medicina vascolare, in quanto EPO stabilizza le strutture endoteliali e l’integrità vascolare 
tramite contatti cellula-cellula e cellula-matrice. L’addizione di rHuEPO nel mezzo di 
coltura aumenta la proliferazione delle cellule endoteliali e protegge le cellule 
dall’ischemia e apoptosi; poiché le cellule endoteliali mature non perdono l’EPO-R, il 
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segnale anti-apoptotico persiste molto più a lungo che nell’eritrocitosi, rendendo le 
cellule endoteliali molto più resistenti alla morte cellulare indotta dall’ischemia 
(Anagnostou A et al., 1990; Carlini RG et al., 1995; Chong ZZ et al., 2002). 
Tutti questi dati messi insieme supportano l’ipotesi che l’EPO è una molecola chiave nei 
processi di riparazione endoteliale e di neoangiogenesi.  
1.3.1 Effetti su tessuti non-eritropoietici 
Durante lo sviluppo del rHuEPO, inizialmente, si era creduto che l'espressione di EPO-R 
fosse limitata ai progenitori eritroidi e che quindi la terapia con EPO avrebbe un alto 
grado di specificità con pochi o nessun effetto non-eritropoietico. Tuttavia, è diventato 
sempre più evidente che EPO-R era presente su una vasta gamma di cellule e che dosi 
farmacologiche elevate potevano provocare conseguenze diverse in siti al di fuori della 
linea eritroide (Jelkmann W et al., 2004). Possibili effetti positivi comprendono la 
protezione del sistema nervoso centrale e periferico, del miocardio e di altri tessuti che 
hanno subito danni (Bunn HF, 2007). Topi geneticamente modificati hanno svolto un 
ruolo importante nella scoperta di funzioni aggiuntive di EPO, oltre alla stimolazione della 
produzione di eritrociti (Vogel J, 2011). Le funzioni di EPO non-eritropoietiche sono 
diffuse e svolgono un ruolo nella organogenesi embrionale durante i primi mesi di 
sviluppo e nella protezione dei tessuti nelle malattie ischemiche. Topi privati dei geni per 
EPO o EPO-R morivano intorno al 13° giorno embrionale, solo in parte a causa di una 
eritropoiesi alterata. Nello sviluppo del cuore, EPO-R è espresso tra 10,5° e il 14.5° giorno 
embrionale; la perdita del segnale EPO nel cuore embrionale comporta una grave 
ipoplasia ventricolare indipendente dall’ipossia, a causa di una riduzione del numero dei 
miociti proliferanti cardiaci, nonché distacco dell’epicardio e anomalie della rete vascolare 
(Wu H et al., 1999). 
Il segnale EPO svolge anche un ruolo importante nello sviluppo del sistema nervoso 
centrale. Diversi esperimenti che riguardavano l'analisi di EPO 125I-marcato, EPO-R e i 
livelli di mRNA hanno rivelato che EPO-R è altamente espresso nel cervello embrionale e, 
in misura minore, anche nel sistema nervoso centrale nell'adulto (Marti et al., 1996; Chen 
et al., 2006). In età adulta, tuttavia, la mancanza di EPO-R in tessuti non-ematopoietici 
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potrebbe essere uno svantaggio in condizioni di malattia, come è stato dimostrato da topi 
deficienti EPO-R (Suzuki et al., 2002) che hanno sviluppato ipertensione polmonare (Satoh 
et al., 2006). In linea con questi risultati, topi TG6 che hanno sovraespresso il gene umano 
EPO non sviluppano ipertensione polmonare in normossia o dopo esposizione a ipossia 
cronica (10% O2 per 3 settimane) (Weissmann et al., 2005). Nel cervello EPO esercita 
effetti neuroprotettivi, come dimostrato per la prima volta in vivo nel 1998 da Sakanaka 
et al., quando rHuEPO è stato somministrato nel ventricolo laterale dei gerbilli di 
Mongolia, dopo induzione di ischemia cerebrale come modello sperimentale; sia EPO che 
il suo recettore sono up-regolati durante l’induzione di ischemia/ipossia (Siren et al., 
2001) e la somministrazione dell’ormone inibisce notevolmente l’apoptosi (up-regulation 
dell’espressione di bcl-xL , una proteina anti-apoptotica) dopo occlusione dell'arteria 
cerebrale media (Wen TC et al., 2002). Si pensa che un recettore, mediato da EPO, abbia 
la funzione di trasferire l’ormone attraverso la barriera ematoencefalica, infatti solo l’1% 
della somministrazione sistemica di rHuEPO viene rilevata dopo 3-4 ore nel fluido 
cerebrospinale nei ratti (Jelkmann W, 2004).  In linea con il tessuto neuronale, la retina di 
topo è protetta dalla degenerazione luce-indotta con la somministrazione di rHuEPO, che 
inibisce la via apoptotica dei recettori; allo stesso modo, la sovraespressione del recettore 
nella retina, come avviene in TG6 topi, protegge contro la degenerazione retinica indotta 
dalla luce (Grimm et al., 2004). A parte i suoi effetti benefici in condizioni patologiche, 
EPO sembra modulare la funzione cognitiva: iniezioni intraperitoneali in topi sani topi 
wild-type migliorano l’apprendimento sequenziale e le componenti della memoria di una 
complessa attività cognitiva a lunga durata (El-Kordi et al., 2009). EPO ha effetti protettivi 
anche in altri tessuti, come quelli che hanno subito un danno ischemico, suggerendo una 
stereotipia nel meccanismo d’azione, dove le cellule endoteliali svolgono un ruolo chiave. 
In effetti, l’endotelio è il primo tessuto non-ematopoietico descritto come un obiettivo 
fisiologico per EPO. In seguito si è stabilito che EPO è un fattore di crescita e di 
chemiotassi per le cellule endoteliali (Anagnostou et al., 1990); inoltre la riparazione 
tissutale sembra essere supportata dal rilascio di cellule progenitrici endoteliali da parte 
del midollo osseo indotto da EPO (Heeschen et al., 2003). Nel cuore ischemico questo 
effetto sembra apportare protezione diretta sui cardiomiociti e cellule endoteliali nonché 
stimolazione dell'angiogenesi (Ruifrok et al., 2008). Un altro esempio è l'effetto protettivo 
della stimolazione dei recettori non-eritropoietici dell'EPO osservato in un modello 
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murino di ischemia-riperfusione renale (Brines et al., 2008). Studi su topi hanno rivelato 
che il fattore di trascrizione sonic hedgehog potrebbe svolgere un ruolo nella promozione 
degli effetti pro-angiogenici di EPO nel post-ischemico (Ueda et al., 2010).  
 
Figura 6: Elenco di alcune funzioni di EPO non-eritropoietiche (Vogel J, and Gassmann M. Erythropoietic and 
non-erythropoietic functions of erythropoietin in mouse models. J Physiol 589.6 pp 1259–1264, 2011).  
Modificando EPO con la rimozione dei residui di acido sialico, riducendo così 
notevolmente la sua emivita in circolo, è stata dimostrata la funzione di neuroprotezione 
in modelli di ischemia cerebrale, compressione midollare e lesioni del nervo sciatico senza 
che ci fosse stimolazione significativa di eritropoiesi. In maniera simile, EPO modificata da 
una carbamilazione manca di attività eritropoietica ma impedisce la morte di 
cardiomiociti in un modello di infarto del miocardio (Bunn HF, 2007). 
1.4 ESA: agenti stimolanti l’eritropoiesi 
Il successo della clonazione del gene codificante per l’eritropoietina nel 1983 ha 
consentito la produzione su larga scala di rHuEPO e il suo successivo impiego clinico. Negli 
Stati Uniti la prima molecola ricombinante è stata l’Epoetina (Epogen, Amgen Inc., 
Thousand Oaks, CA, USA; Procrit, Ortho Biotech Products, LP Bridgewater, NJ, USA), 
seguita in Europa da una seconda Epoetina  (Eprex; Ortho Biotech Products) e Epoetina 
(NeoRecormon, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basilea, Svizzera). Le epoetine  e , entrambe 
prodotte da cellule ovariche di criceto cinese (CHO), hanno poche differenze strutturali 
rispetto all’EPO endogena e analoghi effetti fisiologici (Lasne F et al., 2000). 
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Successivamente ha ottenuto la licenza una nuova molecola ricombinante,  prodotta in 
cellule renali di criceto, l’epoetina omega, che differisce dalle precedenti epoetine nel 
profilo della glicosilazione (Elliott S et al., 2008). Più recentemente, è stata qualificata 
l’epoetina delta (Dynepo, Shire plc, Basingstoke, UK), prodotta da una linea cellulare 
umana di fibrosarcoma HT1080, sempre usando la tecnologia del DNA ricombinante 
(Martin KJ, 2007). 
Per quanto riguarda la concentrazione del farmaco, l’attività dell’EPO è spesso espressa in 
unità internazionali (UI); un’unità di EPO è definita come l’attività che produce gli stessi 
effetti eritropoietici esercitati da 5 micromoli di cobalto. 
In volontari sani il t1/2 di rHuEPO, somministrata per via endovenosa (EV), varia da 5 a 11 
ore (Heatherington AC, 2003), paragonabile a quello dell’EPO endogena (circa 5,2h) 
(Eckardt KU et al., 1989). Il volume di distribuzione è generalmente simile al volume 
plasmatico (40-60 ml/kg), indicando una limitata distribuzione extravascolare; la 
somministrazione sottocutanea (SC) porta ad un più lento assorbimento, con 
conseguente abbassamento dei livelli del picco plasmatico del 5-10% in confronto a 
quello osservato con la somministrazione endovenosa, mentre mostra un aumento del 
t1/2 (circa 20-25 ore). Infine il range della biodisponibilità oscilla tra il 20% e il 40% , 
indicando una sostanziale perdita del farmaco durante il trasporto dallo spazio 
interstiziale al sistema linfatico e al sangue. Le caratteristiche farmacocinetiche di rHuEPO 
in volontari sani sono comparabili a quelle di individui malati , compresi pazienti con 
insufficienza renale cronica (IRC), cirrosi epatica, e sindrome mielodisplastica 
(Heatherington AC, 2003). Per quanto riguarda, invece, il meccanismo di clearance di 
rHuEPO e il suo sito di degradazione non ci sono ancora chiare dimostrazioni. Inizialmente 
si pensava che la clearance venisse mediata esclusivamente dal fegato, come è stato 
osservato in studi condotti da Roh et al su fegati isolati e perfusi di cani (Roh BL et al., 
1972), e dal rene, come è stato dimostrato da Spivak e Hogans in esperimenti su ratti che 
accumulavano nei reni l’EPO iodinata dopo somministrazione e.v (Spivak JL, Hogans BB, 
1989).               
D’altro canto in uno studio effettuato su volontari sani è emerso che solo una piccola 
quantità di epoetina  radiomarcata intatta (circa 5% della dose) è risultata essere escreta 
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nelle urine, suggerendo che rhEPO è degradata anche in altre parti del corpo (Yoon WH et 
al., 1997). Il legame EPO/EPO-R può portare a internalizzazione cellulare, in cui il ligando 
può essere degradato (Gross AW et al., 2006); così, un’altra via di eliminazione può 
coinvolgere l’up-take e la degradazione di EPO tramite le cellule esprimenti EPO-R, ma è 
improbabile che sia l'unico meccanismo, né può necessariamente esserne la via 
principale. Si ritiene che anche il sistema linfatico possa svolgere un importante ruolo 
nella ridotta biodisponibilità delle epoetine dopo somministrazione SC (Porter CJ et al., 
2000). Infine, solo piccoli peptidi o 125I libero, ma non molecole intatte, sono state rilevate 
nei tessuti dopo la somministrazione endovenosa di un 125I-darbepoetina , indicando 
che la degradazione può avvenire anche nel tessuto (Agoram B et al., 2006). 
L’introduzione delle epoetine nella pratica clinica ha rappresentato una pietra miliare nel 
trattamento dell'anemia; la frequenza di somministrazione raccomandata è di 3 volte a 
settimana (Elliott S et al., 2008). L’elevato dosaggio iniziale nei pazienti in emodialisi si era 
rivelato pesante e scomodo in alcune situazioni cliniche (come nell’insufficienza renale 
cronica e nell’oncologia). La ricerca nello sviluppo di varianti nel trattamento ha condotto  
all’ottenimento di nuovi ESA, agenti stimolanti l’eritropoiesi, aventi una maggiore durata 
d’azione ma paragonabile beneficio clinico. Un aumento del t1/2 migliora la compliance del 
paziente, in  quanto vengono ridotte le somministrazioni settimanali; infatti l’aumentata 
permanenza del farmaco nel siero porta ad una maggiore stimolazione dell’eritropoiesi, 
che si risolve, in ultimo, in un incremento della risposta biologica nel tempo. Inoltre una 
maggiore stabilità molecolare può diminuire la formazione di prodotti di degradazione e il 
rischio di immunogenicità (Elliott S et al., 2008). Sono stati considerati molti approcci 
diversi per estendere il  t 1/2, compresa l’addizione di polietilenglicole (PEG), 
l’iperglicosilazione, la dimerizzazione e la fusione fisica della porzione peptidica di ESA con 
altre molecole, come anticorpi o altre proteine (ad esempio, albumina) (Macdougall IC et 
al., 2006; Bunn HF, 2007). Gli approcci che hanno avuto più successo sono stati quelli che 
hanno modificato le “regioni non funzionali” senza comportare perdita della struttura o 
grande riduzione di affinità per EPO-R. La ridotta affinità per EPO-R può verificarsi a causa 
dell’ingombro sterico delle catene aggiunte (ad esempio PEG) (Kochendoerfer G, 2003) o 
per cambiamenti nelle proprietà elettrostatiche della molecola (iperglicosilazione) 
(Darling RJ et al., 2002), che direttamente o indirettamente diminuiscono l’affinità di 
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legame. Sia l’EPO endogena che quella ricombinante mostrano delle piccole eterogeneità 
nella struttura dei carboidrati con variazioni del contenuto di acido sialico (Sasaki H et al., 
1987; Takeuchi M et al., 1991). E’ stata studiata l'importanza del contenuto dei residui di 
acido sialico per la clearance in esperimenti con diverse isoforme di rhEPO, rivelando una 
relazione diretta e positiva tra questi residui zuccherini e la potenza in vivo (Egrie J et al., 
2002). Le molecole con maggiore contenuto di acido sialico mostravano una ridotta 
affinità per EPO-R, ma un aumento del t1/2 sierico, suggerendo che quest’ultimo potesse 
essere un fattore più incidente sulla potenza di quanto non lo fosse l’affinità recettoriale. 
Questa osservazione ha portato alla formulazione dell'ipotesi che la re-ingegnerizzazione  
della molecola EPO, con l’addizione di più catene di carboidrati e di residui di acido sialico 
(>14 residui), avrebbe potuto prolungare il t1/2 sierico e migliorare la potenza rispetto a 
rhEPO (Elliott S et al., 2008). 
1.4.1 Darbepoetina 
Darbepoetina  è un analogo di rhEPO, iperglicosilato, contenente altre due catene di 
carboidrati N-legate in posizioni 30 e 88, in seguito alla sostituzione di cinque 
amminoacidi (Ala30Asn, His32Thr, Pro87Val, Trp88Asn, Pro90Thr) (Elliott S et al., 2008). 
(Figura 7) 
 
Figura 7: Struttura molecolare di rHuEPO e di DarbEPO (Steve Elliott, Elizabeth Phama, and Iain C.   
Macdougall. Erythropoietins: A common mechanism of action. Experimental Hematology 2008). 
 I carboidrati addizionali non interferiscono direttamente con il legame al recettore né 
danneggiano la struttura o la stabilità della molecola. La porzione zuccherina aumenta dal 
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40% al 52% ed il peso molecolare approssimativo passa da 30 kDa a 37 kDa; il massimo 
numero teorico di residui di acido sialico è incrementato da 14 a 22 e la carica negativa 
aumenta. Poiché ogni ulteriore oligosaccaride aggiunge 3300 Da alla massa della 
molecola, nonché altre quattro cariche negative, si ritiene che tali modifiche potrebbero 
diminuire l’affinità di legame al recettore, potenzialmente fino al punto di inattivazione 
della molecola. Nonostante ciò, la darbepoetina possiede un t1/2 tre volte maggiore di 
quello di una epoetina ed una migliore attività biologica in vivo in più specie (Elliott S et al, 
2008; Egrie JC et al., 2003; Egrie J et al., 2002). La potenza relativa della darbepoetina 
rispetto a rhEPO risulta maggiore (3,6 volte più potente) e l'intervallo tra una dose e 
l’altra viene aumentato; è stato osservato che per mantenere o ottenere una risposta 
eritropoietica simile in topi sani è necessaria una sola somministrazione alla settimana 
per la darbepoetina contro le tre iniezioni settimanali di rhEPO (Sasu BJ et al., 2005; Egrie 
JC et al., 2003). Infatti, è stato dimostrato che nell’uomo, a parità di somministrazioni 
(una a settimana), per mantenere stabili i livelli di emoglobina nei pazienti con 
insufficienza renale cronica, la dose di rhEPO necessaria deve essere il 45% superiore di 
quella della darbepoetina (Tolman C et al., 2005). La diversa potenza relativa tra queste 
due molecole è probabilmente dovuta al t1/2 sierico triplicato della darbepoetina, che 
consente per un periodo prolungato di tempo l’esposizione delle cellule eritroidi 
all’agente. Tutti i trials clinici finora condotti hanno mostrato successo con una 
somministrazione a settimana o addirittura un’iniezione ogni due settimane (Elliott S et 
al., 2008). 
1.4.2 C.E.R.A 
La PEGilazione, ovvero l'attacco di PEG (polietilenglicole), in particolari regioni selettive 
della proteina o dei carboidrati, o di entrambe, si è rivelata un successo per estendere il 
t1/2 sierico di molte proteine ricombinanti. Molecole PEGilate hanno una dimensione 
idrodinamica più grande a causa “del guscio d’acqua” che le circonda; l’aumentata 
idrofilia può determinare una clearance ridotta in seguito alla diminuita traslocazione dal 
sangue ai tessuti extravascolari (Yamaoka T et al., 1994). E’ stato scelto questo polimero 
(PEG) in quanto è relativamente inerte e non immunogenico; possiede quindi le 
caratteristiche per essere un buon materiale di partenza adatto per le proteine coniugate 
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terapeutiche (Elliott S et al., 2008). Sono state così prodotte molecole EPO PEGilate, 
alcune delle quali dotate di potenziale utilità terapeutica (Long DL et al., 2006; 
Macdougall IC, 2005) : metossipolietilenglicole-epoetina  (PEGepoetina , Mircera, F. 
Hoffmann-La Roche Ltd., Basilea, Svizzera), è stata approvata dalle agenzie regolatorie 
negli Stati Uniti e in Europa, e si presenta come una forma PEGilata di epoetina (Elliott S 
et al., 2008). Il prodotto della Roche, chiamato anche CERA (attivatore continuo del 
recettore dell’eritropoietina) è una molecola di 60kDa, il doppio della massa di EPO; è 
prodotto per via sintetica e il metossipolietilene dell’acido succinidil-glicol butanoico è 
incorporato nell’epoetina, tramite il legame ammidico, al gruppo ammino-terminale della 
lisina 52 o lisina 45 (Bunn FH, 2007). I parametri farmacocinetici di PEG-epoetina  sono 
stati misurati in pazienti soggetti a dialisi peritoneale (Macdougall IC et al., 2006): t1/2 
medio è di 133 ore se PEG-epoetina  è somministrata IV e di 137 ore se somministrato 
SC, mentre  la clearance è 0,49 e 0,90 ml/h/kg rispettivamente (Sulowicz W, 2006; Elliott S 
et al., 2008) (Figura 8). Studi di risonanza plasmonica (Biacore) indicano che CERA si lega 
al recettore EPO-R molto più lentamente rispetto a EPO e la sua costante di dissociazione 
è molto più veloce; così CERA può innescare la cascata dei segnali di trasduzione senza 
essere internalizzata e garantire una maggiore attività biologica. PEG-epoetin  non 
mostra una cinetica “flip-flop” o “altalenante”(costante di assorbimento molto più lenta 
della costante di eliminazione) dopo somministrazione sottocutanea a causa della ridotta 
clearance sistemica e del parallelo aumento di t1/2. Una singola somministrazione di CERA 
in volontari sani risulta in un aumento dose-dipendente dei reticolociti, il cui picco 
massimo si riscontra circa al 7° giorno. L'agente farmacologico ha pochi, se non 
addirittura alcun effetto negativo significativo in soggetti sani o in più di mille pazienti; 
non si sono sviluppati anticorpi anti-eritropoietina dopo il trattamento con CERA. Studi di 
fase 2 e 3 hanno mostrato notevoli risposte di attivazione dell’eritropoiesi in pazienti con 
insufficienza renale cronica, come pure in quelli con mieloma multiplo e linfoma non-
Hodgkin (Bunn FH, 2007). 
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Figura 8: Confronto dei t ½  tra i vari ESA (Sulowicz W. C.E.R.A. (Continuous Erythropoietin Receptor 
Activator): a new perspective in anaemia management. BANTAO Journal: 4 (1): 77, 2006). 
 Altre ESA pegilate sono la darbepoetina pegilata (Agoram B et al., 2006) e Hematide 
(Affymax Inc., Palo Alto, CA,USA) (Stead RB et al., 2006). T1/2 medio di una PEG-
darbepoetina nei ratti è riportato essere di 24,3 ore rispetto alle 17,5 ore per la 
darbepoetina (Agoram B et al., 2006). Hematide è un peptide dimerico sintetico 
pegilato capace di legarsi a EPO-R e di attivarlo; a causa della rapida clearance dei peptidi, 
Hematide è stato pegilato con l’intento di estendere il t1/2 sierico, che è risultato essere 
tra 21 e 30 ore nei ratti (Fan Q et al., 2006). 
1.5 Effetti e usi clinici degli ESA  
Nel periodo precedente agli anni ’90 il trattamento dell’anemia renale era molto 
insoddisfacente, poiché si basava su ripetute trasfusioni di sangue, sul supplemento di 
ferro ed alcune volte sull’utilizzo della terapia androgena. Molti pazienti erano dipendenti 
dalle trasfusioni e perennemente esposti al rischio di trasmissione di agenti infettivi, 
specialmente quelli virali, a reazioni di sensibilizzazione verso antigeni di istocompatibilità 
e al sovraccarico di ferro. Negli anni successivi sono diventate disponibili prima le due 
forme ricombinanti di eritropoietina (rHuEPO), poi agenti stimolanti l’eritropoiesi di 
seconda generazione, come la Darboepoetina e di terza generazione, come il CERA 
(Santos PB, 2013). Gli ESA sono stati utilizzati con successo nel trattamento dell'anemia in 
un numero alto di pazienti ed hanno contribuito a prevenire o ridurre al minimo l'uso di 
trasfusioni di sangue; i primi, ma anche i più frequenti usi clinici, riguardavano il 
trattamento dell'anemia associata a insufficienza renale e anemia indotta da 
chemioterapia. Il meccanismo di sviluppo dell’anemia nei pazienti con insufficienza renale 
cronica è probabilmente dovuto all’incapacità dei reni, le cui funzioni sono compromesse, 
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di produrre sufficienti quantità di EPO per soddisfare l’esigenza di una nuova produzione 
di globuli rossi in pazienti con uremia. Questi agenti sono stati somministrati anche in altri 
casi, tra cui anemia associata a cancro (per esempio mielodisplasia), anemia da malattia 
cronica (lupus eritematoso, artrite reumatoide, malattie infiammatorie dell’intestino), 
anemia associata a cure per l'AIDS (come la zidovudina, che è mielosoppressore); altre 
indicazioni comprendono la prevenzione dell’anemia nei neonati prematuri e 
l’incremento della quantità di sangue autologo in pazienti facenti parte di un programma 
di predonazione, o in pazienti chirurgici. Alcuni studi mostrano che l’iniezione di EPO 
immediatamente prima e dopo un intervento chirurgico, specialmente operazioni 
cardiache e ortopediche, può minimizzare il bisogno di trasfusioni di sangue (Elliott S et 
al., 2008; Stovall TG, 2001). 
 In alcune situazioni cliniche, come ad esempio lo stadio terminale di malattie renali o 
insufficienza cronica senza dialisi, esiste un rapporto logico tra il trattamento con ESA, che 
comporta un aumento dell'emoglobina, e il miglioramento della qualità della vita (Revicki 
DA et al., 1995; Elliott S et al., 2008); sono infatti capaci di aumentare l'energia fisica, la 
resistenza alla fatica e la capacità di svolgere le attività quotidiane. In uno studio 
randomizzato, condotto in doppio cieco (controllato con placebo), su 375 pazienti con 
tumori solidi o comunque ematologici non-mieloidi e soggetti a chemioterapia (non con 
platino), questi venivano trattati con rhEPO- a dosaggi di 150-300 UI/kg tre volte a 
settimana s.c per 12/24 settimane; rhEPO diminuiva in modo significativo la necessità di 
trasfusioni e aumentava i livelli di emoglobina. Inoltre il trattamento con rhEPO apportava 
un notevole incremento di energie e della capacità di svolgere le attività quotidiane se 
messo in relazione ai pazienti che avevano ricevuto il placebo (Vercameen E, 2001; De 
Andrade JR, 1996). 
 Nei pazienti in  emodialisi, la frequenza di somministrazione degli ESA è spesso associata 
alle sedute di dialisi, anche se va comunque messa in rapporto alla durata d’azione dei 
farmaci. Per i pazienti con insufficienza renale cronica che non sono in dialisi 
e per i pazienti oncologici in chemioterapia, la somministrazione di ESA a lunga durata 
d’azione può essere più conveniente sia nell’interesse del paziente (aumenta la 
compliance) sia in termini di risparmio economico (Elliott S et al., 2008). 
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L'EPO è usata in ambito sportivo come sostanza dopante: alla base di tale utilizzo, che 
avviene al di fuori delle indicazioni previste nella scheda tecnica, sta la sua capacità di 
incrementare il numero di eritrociti anche in soggetti sani. Gli atleti possono illegalmente 
avvantaggiarsene per ottenere un aumento il trasporto di ossigeno ai tessuti (specie 
quello muscolare scheletrico e cardiaco), migliorando, in questo modo, il livello della 
performance sportiva. L'uso del principio attivo al di fuori delle indicazioni mediche, può 
comportare gravi rischi per la salute; un’eccessiva eritrocitosi in soggetti sani può portare 
a incremento della viscosità del sangue, trombogenicità, embolia polmonare, trombosi 
coronarica o cerebrale e spesso può avere esiti fatali. Inoltre, nel caso degli atleti, espone 
gli utilizzatori e i soggetti prescrittori alle conseguenze disciplinari e giuridiche della messa 
in atto di illecito e frode sportiva, che dovessero scaturire a seguito dall'accertata 
positività a controlli anti-doping casuali (Fisher JW, 2003). 
1.5.1 Effetti indesiderati 
Nonostante i potenziali o comprovati effetti benefici non-eritroidi di EPO, si teme che la 
somministrazione cronica di dosi farmacologiche di rhEPO possa rivelare diversi tipi di 
conseguenze deleterie come neovascolarizzazione, trombosi e  crescita del cancro 
preesistente (Bunn HF, 2007).  
Tra i suoi vari effetti non-eritropoietici, EPO stimola la proliferazione e la migrazione delle 
cellule endoteliali in vitro e promuove angiogenesi. EPO può contribuire alla patogenesi 
della retinopatia diabetica proliferativa: i livelli sia di EPO e che del fattore di crescita 
vascolare endoteliale (VEGF) sono stati nettamente superiori nell’umor vitreo di questi 
pazienti rispetto a quelli senza malattia. La proliferazione dei vasi nella malattia è stata 
associata principalmente ai livelli di eritropoietina piuttosto che al VEGF; l'inibizione di 
entrambi, EPO e VEGF, ritardava notevolmente  la crescita delle cellule dei microvasi 
retiniche nei bovini (Watanabe D et al., 2005). 
Durante i primi giorni di trattamento dei pazienti in emodialisi con rhEPO, una delle 
complicanze più comune era la trombosi, in particolare per coloro in shunt artero-venoso; 
inizialmente si pensava che questo problema avvenisse a causa di un eccessivo dosaggio, 
che aumentava i livelli di ematocrito. Tuttavia, rhEPO può rappresentare un rischio 
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trombotico indipendentemente dal suo effetto sui globuli rossi. La somministrazione di 
rhEPO ai cani comportava un calo della conta piastrinica, ma una maggiore reattività 
piastrinica e promuoveva lo sviluppo di trombi in quelli con un shunt arterovenoso. In 
volontari sani, la somministrazione per via endovenosa di rhEPO (100 U/kg o 500 U/kg ) 
ha determinato un aumento dal 10% al 20% della conta piastrinica e l'attivazione sia delle 
piastrine che dell’endotelio. I malati di cancro sono per loro natura predisposti alla 
trombosi; questa complicanza aumenta nei soggetti trattati con rhEPO come è stato visto 
in più studi su 9353 pazienti con tumore (Bunn HF, 2007). Non è un caso che molti organi 
e tessuti che esprimono EPO-R includano una vasta gamma di tumori umani, sia solidi che 
leucemie (Jelkmann W et al., 2004). In alcuni modelli animali con tumore, l'inibizione del 
legame EPO- EPO-R ha portato alla regressione del tumore (Arcasoy MO et al., 2002). Uno 
studio su pazienti con carcinoma mammario, trattati con chemioterapia, è stato 
interrotto precocemente a causa di un aumento della mortalità nei primi 4 mesi dei 
pazienti trattati anche con rhEpo (Leyland-Jones B, 2003). 
Dopo che la terapia con le eritropoietine umane ricombinanti è divenuta uno standard 
nella cura dell’anemia associata ad insufficienza renale cronica (IRC), sono stati segnalati 
più casi di PRCA: l’aplasia delle cellule della serie rossa (PRCA) è un raro disordine 
ematologico caratterizzato da una grave anemia trasfusione-dipendente, una carenza di 
reticolociti ed una quasi totale assenza di precursori di globuli rossi. I dati forniti dalle 
aziende e dalle autorità competenti hanno permesso di risalire a più di 200 casi di PRCA, 
per la maggior parte in seguito ad un trattamento con eritropoietina α commercializzata 
al di fuori degli USA ed è stata stimata un’incidenza di casi di PRCA da eritropoietina pari a 
19/100.000 pazienti-anno tra il 1999 ed il 2002. Nel febbraio 2002 sono stati individuati, 
tra la Francia ed il Regno Unito, 13 casi di pazienti che avevano sviluppato PRCA 
(eritroblastopenia) in seguito alla comparsa di anticorpi anti-eritropoietina. PRCA è una 
reazione avversa rara, definita come grave anemia secondaria dovuta all’ assenza di 
precursori dei globuli rossi nel midollo osseo. Nei pazienti in terapia con rHuEPO, la 
malattia è generata da anticorpi indotti da epoetina che neutralizzano tutti i rHuEPO 
somministrati e mostrano una “reazione-crociata” con l’eritropoietina endogena (Eckardt 
KU et al., 2003; Macdougall IC, 2004). 
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Altri rischi associati all’uso, specie se con alte dosi e se protratto, dell’eritropoietina 
ricombinante sono: ipertensione con conseguente sclerosi vascolare (nei diversi distretti 
ed organi corporei, come fegato, reni e polmoni) ed accresciuto rischio di infarto, 
convulsioni, encefalopatia ipertensiva e leucoencefalopatia con modificazioni della 
sostanza bianca cerebrale (Calabrò ML, 2008). Sembra che l’ipertensione non sia dovuta 
al miglioramento dell'anemia perché un simile aumento della pressione arteriosa avviene 
anche in animali e soggetti umani trattati con EPO, carenti di ferro nei quali l'anemia 
persiste. Somministrazione cronica di EPO non porta a dipendenza del valore 
dell’ematocrito, mentre l’ipertensione, dipendente dalla vasocostrizione, è dovuta in gran 
parte alla rimanente concentrazione di calcio citoplasmatico dopo stimolazione con 
agonista, che porta a resistenza alla vasodilatazione dell’ossido nitrico. Altri fattori che 
possono essere coinvolti nell’azione ipertensiva dell’EPO sono l’aumento della produzione 
di entotelina, up-regolazione della renina e dell’angiotensinogeno, cambiamenti nel 
tessuto vascolare dovuto alle prostaglandine (Vaziri ND, 1999). 
Tuttavia la paura degli effetti avversi, derivanti da alte dosi di rHuEPO, si è un po’ mitigata 
con il fatto che i pazienti con gravi anemie croniche non sembrano avere complicazioni; 
questo può essere plausibilmente attribuibile al fatto che i livelli di circolazione di EPO 
sono spesso e in modo fisiologico 100 volte più grandi del valore normale. La 
preoccupazione per gli effetti non-eritroidi della terapia con EPO sarebbe ridotta al 
minimo utilizzando agenti che attivano HIF, promuovendo l’eritropoiesi in modo costante 









Scopo della tesi 
In questo lavoro di tesi, sono stati indagati i meccanismi di desensitizzazione e 
risensitizzazione di EPO-R nelle cellule endoteliali della vena del cordone ombelicale 
umano (HUVEC) in seguito all'esposizione di tali cellule a tre agenti stimolanti 
l’eritropoiesi con diversi profili farmacocinetici: Epoetina alfa (EPOα), Darbepoetina alfa 
(DarbEPO) e l’attivatore continuo del recettore dell’eritropoietina (CERA). E’ noto che 
l’eritropoietina induca l’attivazione del fattore di trascrizione STAT-5, un componente 
della via intracellulare associato al segnale di trasduzione di EPO-R. L’attivazione di STAT-
5, esplicata nella sua fosforilazione, è stata oggetto di studio per confrontare le cinetiche 
dei tre ESA nella modulazione del recettore EPO-R.  
Gli stessi ESA sono stati testati in studi di funzionalità cellulare con lo scopo di analizzare e 
confrontare i loro ruoli nella proliferazione delle  cellule endoteliali e nella stimolazione 
dell’angiogenesi in vitro. 
 
 
                                 
 









2.1 Linea cellulare 
Nel presente lavoro di tesi sono state utilizzate le cellule HUVEC, cellule endoteliali 
estratte dalla vena del cordone ombelicale umano. 
              
Figura 9: Coltura cellulare di HUVEC (http://growthmediuml.wordpress.com/tag/huvechuman-umbilical-
vein-endothelial-cells). 
Questa linea cellulare è utilizzata come un modello di cellule primarie, utile in molte 
applicazioni di ricerca; è un modello d'elezione in biologia vascolare, per lo studio 
dell'infiammazione, dell’angiogenesi, dell’aterosclerosi, della coagulazione del sangue, 
della vasocostrizione e della vasodilatazione (Park H J et al., 2006). Le HUVEC 
rappresentano quindi un modello cellulare ampiamente usato per investigare le numerose 
regolazioni mediate dall’endotelio e per l’indagine in vitro dei processi angiogenici. 
Le HUVEC sono state seminate in fiasche rivestite di gelatina al 1% (wt/v) e mantenute in 
mezzo EGM-2 addizionato di FBS al 2% e fattori di crescita (EGM2 BulletKit ®). Le cellule 
sono state seminate ad una densità pari a 2500 cellule/cm2 e incubate a 37°C in presenza 
di 5% di CO2; raggiunto l’80% della confluenza, le HUVEC sono state raccolte mediante 
l’uso di uno specifico kit commerciale costituito da Tripsina-EDTA, tampone salino e 
soluzione neutralizzante la tripsina (OneReagentPackTM). Le cellule sono state usate negli 




2.2 Trattamenti farmacologici 
L’epoetina alfa è un’ eritropoietina ricombinante, una glicoproteina costituita da 165 
amminoacidi e da residui zuccherini (circa il 62% è la parte proteica, il restante 38% i 
carboidrati). E’ prodotta dalle cellule di ovaio di criceto cinese (CHO) in seguito 
all’inserimento in esse del gene dell’eritropoietina umana. L’anno di introduzione di 
questo farmaco nella pratica clinica è stato il 1997. L’eritropoietina ricombinante alfaè 
stata gentilmente fornita da Janssen-Cilag (Milano, Italia). 
La Darbepoetina alfa è una glicoproteina prodotta mediante la tecnologia del DNA 
ricombinante in cellule di ovaio di criceto cinese modificate; differisce dall’eritropoietina 
endogena poiché contiene in più due catene oligosaccaridiche N-legate, ma è anch’essa 
costituita da 165 amminoacidi. Questo farmaco è stato approvato nel giugno del 2001 
dall’EMEA, agenzia europea per i medicinali, per il trattamento dell’anemia in pazienti con 
insufficienza renale cronica ed anche nei pazienti con tumori sottoposti a chemioterapia, 
mediante iniezioni endovena o sottocutanee. 
L'epoetina  PEGilata CERA (Attivatore Continuo del Recettore dell’Eritropoietina) è un 
agente stimolante l’eritropoiesi di terza generazione; è stato ottenuto mediante 
l’inserimento di una grande catena polimerica nell’epoetina raddoppiando quasi il peso 
della molecola (approssimativamente 60 kDa). La catena polimerica di metossi-polietilen-
glicole è coniugata con la molecola tramite un legame amidico con il gruppo N-terminale 
della molecola o un gruppo amminico della lisina, mediante un solo linker costituito da 
acido succinil-butanoico. La casa farmaceutica Roche ha ricevuto l’approvazione dal U.S. 
FDA per l’immissione in commercio di questo attivatore continuo del recettore 
dell’eritropoietina, con il nome commerciale Mircera ®, nel trattamento dell’anemia in 
pazienti con insufficienza renale cronica, inclusi coloro in dialisi. La metossi polietilen-
glicole epoetina è stata approvata dalla Commissione Europea nell’agosto 2007 ed è 
stata resa disponibile in Europa all’inizio del 2008. Questo prodotto ha il tempo di 
dimezzamento più lungo di tutti gli agenti stimolanti l’eritropoiesi finora approvati dal 
FDA: fino a 6 volte rispetto alla DarbEPO e fino a 20 volte più lungo rispetto alle epoetine. 
Queste caratteristiche hanno migliorato la compliance del paziente perché hanno portato 
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a iniezioni meno frequenti con dosaggi più bassi del farmaco (un’iniezione ogni 3-4 
settimane).  
Le cellule HUVEC sono state trattate con i differenti agenti stimolanti l’eritropoiesi (ESA) a 
dosi variabili comprese tra 1 UI/ml e 10 UI/ml. Commercialmente, le dosi di farmaco 
presenti nelle formulazioni sono 5000 UI/0,5 ml (pari a 42 g)  in siringhe pre-riempite per 
EPO , 20 g/0,5 ml in siringhe pre-riempite per DarbEPO, e 75 g/0,3 ml in siringhe pre-
riempite per CERA. Le dosi utilizzate nei trattamenti cellulari sono state calcolate tenendo 
conto dell’utilizzo nella pratica clinica di ciascun farmaco, simulando le concentrazioni 
utilizzate, in particolare, per la cura dell’anemia associata a insufficienza renale cronica 
(IRC). Le dosi di EPODarbEPO e CERA utilizzate negli esperimenti sono state 
standardizzate sulla base del rapporto dose:conversione (DCR) tra EPO e gli altri ESA, 
come segue: 1 g di DarbEPO corrisponde a 0,667 g di CERA e a 200 UI del peptide 
rhEPO. La DCR è stata definita come la dose relativa tra i diversi farmaci (EPO , DarbEPO, 
CERA) necessaria per raggiungere l'efficacia clinica di un trattamento equivalente. Quindi, 
basandosi sulle caratteristiche farmacocinetiche (rapporto t1/2 di EPO e DarbEPO=1:3), 
sulla somministrazione giornaliera o settimanale prescritta nei protocolli dei piani 
terapeutici e sulla DCR, le concentrazioni di farmaco calcolate per i trattamenti cellulari 
sono state 1 UI/ml per EPO corrispondente a 8,4 ng/ml), 1UI/ml per DarbEPO 
(corrispondente a 5ng/ml) e 5 UI/ml per CERA (corrispondente a 16,7 ng/ml). 
2.3 Saggio ELISA per la determinazione della proteina STAT-5 
fosforilata 
Per studiare e quantificare la fosforilazione del fattore di trascrizione STAT-5 (Signal 
Transducer and Activator of Transcription 5), dopo stimolazione di EPO-R con un agonista, 
le cellule HUVEC sono state mantenute nel mezzo di coltura appropriato privato di fattori 
di crescita per un determinato periodo antecedente l’esecuzione del saggio. 
Per stabilire le condizioni sperimentali ottimali da impiegare per lo studio dei segnali 
intracellulari in seguito all’attivazione dell’EPO-R, sono state analizzate le tre seguenti 




1. Durante le 12-24 ore precedenti l’esperimento le cellule sono state mantenute in 
condizioni prive di nutrienti, con l’utilizzo del mezzo M199 privo di FBS e di fattori di 
crescita, integrato con 0,5% di albumina di siero bovino (BSA) e sodio ortovanadato (OVD) 
0,2 mM. 
2. Durante le 12 ore precedenti l’esperimento le cellule sono state mantenute in 
condizioni prive di nutrienti, con l’utilizzo del mezzo M199 privo di FBS, di fattori di 
crescita e di BSA. 
3. Durante le 12 ore precedenti l’esperimento le cellule sono state mantenute in 
condizioni prive di nutrienti, con l’utilizzo del mezzo M199 privo di FBS e di fattori di 
crescita, integrato con OVD 30 minuti prima dell’esecuzione del test. 
La BSA è stata inserita in quanto nutriente non interferente nel saggio ELISA e 
l'ortovanadato è stato introdotto in quanto inibitore di molte fosfatasi e quindi capace di 
preservare la fosforilazione delle proteine d'interesse. 
Nelle tre diverse condizioni sperimentali è stata valutata la fosforilazione della proteina 
STAT-5, dopo il trattamento con EPO (1 UI/ml) in diversi periodi di tempo (5, 10 e 30 
minuti), seguendo le istruzioni del kit ELISA, RayBio ® Cell-Based STAT-5 (Tyr694). Il kit è 
disegnato specificatamente per quantificare la STAT-5 attivata, ovvero quella fosforilata, 
e/o la STAT-5 totale nelle cellule adese. 
Il RayBio ® Cell-Based STAT-5 (Tyr694) si basa sulla tecnica ELISA (Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay), un metodo di analisi immunologica usato in biochimica per 
rilevare la presenza di un dato antigene (in questo caso la proteina intracellulare STAT-5); 
questo è un saggio ELISA non competitivo indiretto, in cui l’antigene è all’interno delle 
cellule adese al pozzetto, l’anticorpo primario si lega all’antigene, se presente, mentre 
l’anticorpo secondario è marcato con un enzima e si lega al complesso antigene-anticorpo, 
dopo averlo riconosciuto. L’anticorpo secondario, coniugato con un enzima, tipicamente 
perossidasi o fosfatasi alcalina, reagirà poi con il suo substrato sviluppando colore. Lo 
sviluppo del colore è indicativo della presenza dell’antigene d’interesse e la sua intensità 
rivela una misura quantitativa dell’antigene. Il test viene considerato valido se la reazione 
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risulta positiva nel pozzetto di controllo, dove sicuramente è presente l’antigene, e 
negativa nel pozzetto di controllo dove l’antigene sicuramente non è presente. 
 
Figura 10: Procedura schematica del saggio ELISA. 
Le cellule (20.000 cellule/well) sono state seminate in un multi-well da 96 e incubate a 
37°C con 5% CO2. Il saggio è stato effettuato ricreando tutte e tre le condizioni 
sperimentali (precedentemente elencate), quindi è stata aggiunta EPO (1 UI/ml) per 
diversi intervalli di tempo (5, 10, 30 minuti); come controlli positivi sono stati usati il 
fattore di crescita endoteliale (VEGF, 25 ng/ml) e il fattore di crescita stimolante la 
formazione di colonie granulocitiche macrofagiche (GM-CSF, 5ng/ml). Dopo aver incubato 
per i diversi periodi di tempo, il mezzo è stato aspirato e sono stati effettuati 3 lavaggi con 
tampone di lavaggio (Washing Buffer, 1xA 200 l ciascuno). In seguito sono stati aggiunti 
100 l di soluzione di fissaggio (Fixing Solution) in ciascun pozzetto per preservare le 
modificazioni della proteina dovute all’attivazione e la piastra è stata incubata per 20 
minuti a temperatura ambiente sotto agitazione costante; sono stati effettuati poi altri 3 
lavaggi con tampone di lavaggio (Washing Buffer 1xA). Dopodiché sono stati aggiunti in 
ogni well 200 l di Quencing Buffer 1x per 20 minuti a temperatura ambiente. Il Quencing 
buffer ha la funzione di inattivare le perossidasi intrinseche delle cellula. Successivamente 
sono stati eseguiti 4 lavaggi con Washing Buffer, aggiunti 200 l di preparato Blocking 
Solution 1x e poi incubato per 1 ora a 37°C. Questa soluzione ha il compito di bloccare i 
siti aspecifici ai quali si potrebbe legare l’anticorpo primario. Dopo aver lavato 3 volte con 
tampone di lavaggio Washing Buffer 1xB sono stati aggiunti 50 l di anticorpo primario 
anti-fosfo-STAT-5 (Tyr694) o Anti-STAT-5 nei rispettivi pozzetti e incubati per 2 ore a 
temperatura ambiente sotto agitazione. Dopo aver effettuato 4 lavaggi con Washing 
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Buffer 1xB i pozzetti sono stati incubati con 50l di anticorpo secondario HRP (Horse 
Radish Peroxidase) coniugato (IgG anti-mouse), per detectare il legame dell’anticorpo 
primario, e incubati per 1 ora a temperatura ambiente. Per rimuovere l’anticorpo 
secondario in eccesso sono stati effettuati 4 lavaggi con Washing Buffer 1xB e sono stati 
infine aggiunti 100 l di TMB (substrato delle HRP) in ciascun pozzetto ed incubati per 30 
minuti sotto agitazione a temperatura ambiente al buio. Dopo la comparsa del colore blu 
negli standard positivi, sono stati aggiunti 50 l di soluzione di arresto in ogni pozzetto con 
conseguente viraggio del colore dal blu al giallo. 
Subito dopo è stata effettuata la lettura a 450 nm con il lettore di piastre Wallac Victor 2, 
ottenendo una quantificazione colorimetrica. 
Per normalizzare il numero di cellule presenti in ogni well è stato utilizzato il saggio del 
Cristal Violetto. Tale saggio è stato condotto immediatamente dopo la lettura a 450 nm e 
fissazione in paraformaldeide. Dopo alcuni lavaggi con Washing Buffer, ogni well è stato 
incubato con Cristal Violetto per 30 minuti a temperatura ambiente. Dopo 3 lavaggi con 
PBS 1X, è stato aggiunto SDS 1% incubando per 1 ora a temperatura ambiente. Infine è 
stata effettuata una lettura a 595 nm mediante il lettore di piastre. Per effettuare la 
normalizzazione, i risultati ottenuti dalla lettura a 450 nm sono stati rapportati a quelli 
ottenuti dalla lettura a 595 nm. 
2.3.1 Fosforilazione STAT-5 mediata da EPO: dipendenza dalla 
concentrazione e dal tempo 
Dopo aver determinato le condizioni sperimentali ottimali, è stata studiata l’attivazione di 
STAT-5, ovvero la sua fosforilazione, indotta dagli agonisti EPO-R, EPOα, DarbEPO e CERA; 
dopo i trattamenti con i diversi ESA è stata valutata sia la concentrazione-dipendenza che 
la tempo-dipendenza. Le condizioni sperimentali scelte sono quelle in cui durante le 24 
ore precedenti l’esperimento le cellule sono state mantenute in condizioni prive di 
nutrienti, con l’utilizzo del mezzo M199 privo di FBS e di fattori di crescita, integrato con 
0,5% di albumina di siero bovino e sodio ortovanadato 0,2 mM. Trascorso questo periodo 
di tempo, le cellule sono state trattate per tempi diversi, 1, 5, 10 e 30 minuti, con EPOα (1 
UI/ml), DarbEPO (1 UI/ml) e CERA (5 UI/ml). In parallelo, gli stessi esperimenti sono stati 
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eseguiti in presenza dell’inibitore della fosforilazione di STAT-5 N'-((4-osso-4H-cromen-3-il) 
metilene) nicotinoidrazide (NT) (80 M)(Figura 11); è stata così valutata la fosforilazione 
della proteina in funzione del tempo e quantificata con il saggio ELISA descritto 
precedentemente. 
                                               
                                 Figura 11: Struttura dell’inibitore della fosforilazione di STAT-5. 
Per valutare la concentrazione-dipendenza, le cellule sono state trattate per 5 minuti con 
diverse concentrazioni di EPOα, DarbEPO o CERA (da 0,5 a 10 UI/ml) in assenza o in 
presenza dell'inibitore di STAT-5 ed i livelli di fosforilazione di STAT-5 sono stati quantificati 
seguendo le istruzioni del kit ELISA, precedentemente illustrato. 
2.3.2 Desensitizzazione di EPO-R 
Per misurare la desensitizzazione del recettore per l’EPO, è stata valutata e quantificata la 
fosforilazione di STAT-5 mediata dagli ESA, dopo l’esposizione delle HUVEC a diverse 
concentrazioni di EPOα, DarbEPO o CERA per diversi periodi di tempo. In particolare, per 
la valutazione della desensitizzazione in funzione della concentrazione, i trattamenti sono 
stati effettuati incubando le cellule con il solo mezzo (controllo) e con differenti 
concentrazioni di EPOα, DarbEPO o CERA (0.5, 1, 2.5, 5, 10 UI/ml) per 60 minuti a 37 °C. 
Per gli esperimenti eseguiti in condizioni di tempo-dipendenza, le cellule sono state 
incubate con solo mezzo (controllo) o con un'unica concentrazione di agonista (1 UI/ml 
per EPOα o DarbEPO e 5 UI/ml per CERA) per diversi periodi di tempo compresi tra 5 e 
120 minuti. Il mezzo di coltura cellulare conteneva sodio ortovanadato per evitare 
defosforilazione del recettore. In seguito a desensitizzazione, le cellule sono state lavate 
tre volte con mezzo di coltura privo di nutrienti e la reattività di EPO-R è stata valutata 
quantificando la fosforilazione di STAT-5 dopo l’induzione con EPOα (1 UI/ml per 5 minuti), 
DarbEPO (1 UI/ml per 5 minuti) e CERA (5 UI/ml per 5 minuti). La fosforilazione è stata 
quantificata mediante l'utilizzo del kit ELISA, precedentemente illustrato. 
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2.3.3 Risensitizzazione di EPO-R 
Per la valutazione della risensitizzazione di EPO-R, ovvero il riciclo del recettore sulla 
membrana plasmatica, è stato necessario indurre prima la desensitizzazione. Le HUVEC 
sono state trattate per 18 o 54 minuti con mezzo privo di nutrienti nel controllo, con EPOα 
e DarbEPO (1 UI/ml o 3 UI/ml) e CERA (5 UI/ml) per indurre desensitizzazione dei 
recettori. Dopo questi trattamenti, le cellule sono state lavate e incubate con mezzo in 
assenza di ESA per tempi compresi tra 2 e 24 ore per indurre una nuova sintesi o riciclo del 
recettore sulla membrana plasmatica. Al termine dell'incubazione, il recupero della 
risposta del recettore è stato quantificato valutando la fosforilazione di STAT-5 dopo 
trattamento con EPOα (1 UI/ml per 5 minuti), DarbEPO (1 UI/ml per 5 minuti) o CERA (5 
UI/ml per 5 minuti). Negli esperimenti di risensitizzazione, l’ortovanadato di sodio non  è 
stato addizionato al mezzo di coltura cellulare, in quanto i processi di defosforilazione  
sono necessari per il recupero di reattività del recettore. La fosforilazione è stata 
quantificata mediante l'utilizzo del kit ELISA, precedentemente illustrato. 
2.4 Espressione dell’ mRNA di EPO-R dopo desensitizzazione 
La quantificazione relativa del mRNA codificante per il recettore dell’ eritropoietina è stata 
effettuata mediante l’esecuzione di una real-time PCR (reazione a catena della polimerasi). 
Questa tecnica, denominata anche PCR quantitativa in tempo reale, è un metodo di 
amplificazione e quantificazione simultanee di un preciso segmento di DNA. Il DNA è 
amplificato da reazioni a catena dell’enzima DNA-polimerasi e dopo ogni turno di 
duplicazione il DNA viene quantificato. I metodi comuni di quantificazione includono l'uso 
di coloranti fluorescenti che si intercalano con il DNA a doppio-filamento (SYBR Green) o 
oligonucleotidi modificati del DNA, denominati sonde, che diventano fluorescenti una 
volta ibridati con un DNA. Per ottenere il campione di DNA sul quale eseguire la PCR, è 
necessario prima retrotrascrivere l’mRNA totale, estratto dalle cellule di interesse; è stata 
quindi utilizzata la tecnica della retrotrascrizione, che prevede, grazie all’utilizzo 
dell’enzima trascrittasi inversa, la sintesi del cDNA a partire dall’RNA. 
Le HUVEC sono state trattate per 54 minuti con mezzo completo nel controllo, EPOα (1 
UI/ml), DarbEPO (1 UI/ml) o CERA (5 UI/ml) in piastre Petri. Trascorso tale periodo di 
tempo, le piastre con i trattamenti farmacologici sono state incubate con mezzo fresco per 
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24 ore per permettere la risensitizzazione del recettore; invece nelle Petri con il controllo 
e il desensitizzato (trattato con ESA per 54 minuti) è stato subito aspirato il mezzo e 
ottenuto il pellet, staccando le cellule adese alla piastra e centrifugandole a 1500 rpm per 
5 minuti. Una volta ottenuti anche i pellet di cellule trattate, incubati 24 ore con solo 
mezzo, l’RNA totale è stato isolato utilizzando il RNeasy ® Mini kit (Figura 12); seguendo le 
indicazioni del kit, con l’opportuno uso dei reagenti e di colonne cromatografiche (poli-U 
che legano catene di poli-adenine presenti nell’mRNA) è stato ottenuto un eluato di RNA 
totale, che è stato conservato a -20 °C fino al momento dell’uso. 
Per appurare l’integrità del prodotto finale, è stato effettuato un controllo su gel di 
agarosio all’1% con 1 μl di RNA, 1 μl di colorante 6X e 4 μl di acqua. Questa elettroforesi  
ha la funzione di mettere in evidenza due bande nette corrispondenti alle subunità 28S e 
18S dell'RNA; se queste compaiono, l’mRNA ottenuto è integro. Gli RNA più abbondanti in 
una cellula infatti, sono gli RNA ribosomiali e appaiono sul gel come due bande ben 
distinte. Quando invece l'rRNA si degrada, le bande 18S e 28S non sono più presenti. 
                                                                   
                                                          Figura 12: Procedura estrazione mRNA                       
Una volta completata l’ estrazione è stata effettuata la retrotrascrizione di mRNA in cDNA, 
seguendo il protocollo del Kit QuantiTect Transcription, che prevede l’impiego di 4 μl di 





I campioni sono stati sottoposti a un ciclo termico di retrotrascrizione: 
1. 25°C per 5 minuti; 
2. 42°C per 30 minuti (retrotrascrizione); 
3. 85°C per 5 minuti (disattivazione dell’enzima); 
4. 4°C 
Con la retrotrascrizione l’mRNA è stato convertito in cDNA per mezzo dell’enzima 
trascrittasi inversa (DNA polimerasi RNA-dipendenti ricavate da diversi tipi di virus) in 
presenza di nucleotidi e di un singolo primer. Il primer utilizzato può essere specifico per il 
gene che si intende amplificare oppure aspecifico come in questo caso, costituito da una 
catena di oligo-dT (in grado di riconoscere la coda di poliadenine dell’m-RNA); sono inoltre 
presenti in soluzione delle RNasi H che tagliano l’RNA negli ibridi DNA-RNA. 
2.4.1 Tecnica dell’amplificazione genica: RT-PCR 
La PCR, dall’acronimo inglese Polymerase Chain Reaction (reazione a catena della 
polimerasi), è una tecnica di biologia molecolare che consente di ottenere un numero 
elevato di copie di DNA, a partire da una singola molecola di acido nucleico oppure da un 
frammento di DNA di cui si conosce le sequenza nucleotidica iniziale e finale. Ciò consente 
perciò di ottenere in vitro la quantità di materiale genetico richiesto, in maniera molto più 
rapida. Tale processo si basa sulla naturale reazione di sintesi di un nuovo filamento di 
DNA, ad opera della DNA polimerasi. In questa tecnica però, non può essere utilizzata la 
DNA polimerasi umana, poiché a temperature di 96-99°C va incontro a degradazione. Per 
ovviare a questo problema vengono utilizzate delle polimerasi resistenti alle alte 
temperature come la Taq polimerasi, ottenuta dal batterio termofilo Thermophilus 
aquaticus. In questo modo possono essere realizzati più cicli in sequenza di PCR dove, in 
ciascuno dei quali, viene duplicato anche il DNA sintetizzato nelle fasi precedenti, 
ottenendo così la “reazione a catena della polimerasi”. 
La reazione di PCR può essere divisa in tre fasi: 
a) FASE DI DENATURAZIONE O MELTING. La miscela di reazione (soluzione di DNA, 
desossiribonucleotidi trifosfati, ioni magnesio, primer e TAQ polimerasi) raggiunge una 
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temperatura di 94-99°C, promuovendo la separazione dei due filamenti della molecola 
stampo e rendendo così accessibile la regione da amplificare. 
b) FASE DI ANNEALING. La temperatura viene fatta scendere a 40-55°C per favorire il 
legame dei primer alle sequenze complementari dei filamenti denaturati e dare così inizio 
alla sintesi del DNA. 
c) FASE DI ALLUNGAMENTO O EXTENSION. Si aumenta la temperatura a 65-72°C per 
ottimizzare l’attività della Taq polimerasi, la quale promuove l’allungamento dei primers e 
utilizza come stampo il singolo filamento di DNA. 
Il ciclo di denaturazione-appaiamento-estensione viene ripetuto in genere 30-40 volte, 
senza mai superare i 50 cicli totali, poiché solitamente, i primi prodotti apprezzabili di PCR 
si formano a partire dal terzo ciclo e si accumulano con andamento esponenziale, fino al 
raggiungimento di un plateau. Dobbiamo inoltre considerare il fatto che, con eccessivi 
cicli, vi è il rischio di andare a amplificare anche del materiale contaminante. 
Il materiale necessario è costituito da: 
PRIMERS: oligonucleotidi sintetici che funzionano da innesco per l’inizio della sintesi del 
nuovo filamento di DNA. Secondo la loro complementarietà vengono definiti reverse 
(complementari al filamento con direzione 5’-3’) o forward (complementari al filamento 
con direzione 3’-5’). La loro scelta è un aspetto critico e importante per la buona riuscita 
della PCR: 
 Devono ibridarsi in maniera efficiente e specifica alla sequenza di interesse; 
 A seconda dello scopo della PCR la loro tipologia può cambiare; 
 La lunghezza può variare da 20 a 30 paia di basi e sarebbe opportuno che       
questa non sia mai inferiore a 16 paia di basi, per non compromettere la specificità del 
processo; 
 Durante la preparazione della PCR, la distanza tra i due primer è piuttosto    
flessibile. Può andare da 100 a 10000 paia di basi, anche se l'efficienza di amplificazione 
diminuisce superato le 3000 paia di basi; 
 Controllare che nel resto del genoma non vi siano sequenze omologhe; 
 Possono essere disegnati tenendo conto: del contenuto di CG (tra il 45-50%); della 
presenza di sequenze complementari o ripetute invertite, per evitare la formazione di 
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dimeri o strutture a forcina tra primer. 
MAGNESIO: influenza l'attività della polimerasi, l'ibridizzazione dei primer e accresce la 
temperatura nella fase di denaturazione. Vista la sua grande rilevanza, si deve prestare 
attenzione che non sia presente, nella soluzione di reazione, un'eccessiva quantità di 
agenti chelanti, come EDTA, o di gruppi carichi negativamente, come i gruppi fosfato, 
poiché entrambi possono sequestrare il magnesio e non renderlo più disponibile al 
processo di amplificazione. 
NUCLEOTIDI: vengono utilizzati in genere alla concentrazione di 200 μM. Un aumento 
eccessivo di questa concentrazione porta a una riduzione dell'efficienza di reazione, 
poiché i gruppi fosfato, carichi negativamente, si possono legare al magnesio e renderlo 
meno disponibile. Per questo, a concentrazioni superiori di 200 μM, la percentuale 
d'errore della polimerasi aumenta notevolmente. 
ENZIMA: la Taq polimerasi, enzima altamente termostabile, con la sua caratteristica ha 
consentito di ottenere un miglioramento nella specificità della PCR, in quanto ha 
permesso l'uso di temperature di annealing e di allungamento più elevate, rendendo la 
reazione più specifica. Inoltre la Taq polimerasi permette di amplificare frammenti di 
lunghezza superiore a 400 pb fino un massimo di 10 Kb e presenta un’attività 
esonucleasica solo in direzione 5’-3’ e non in direzione 3’-5’, portando a un basso tasso di 
errore. 
La PCR Real Time è in grado di misurare in tempo reale la concentrazione iniziale di una 
sequenza target in un campione biologico. Gli strumenti per PCR Real Time, oltre a 
fungere da termociclatori, eccitano i fluorocromi presenti nei campioni e convogliano 
quindi la fluorescenza emessa in risposta fino ad uno spettrografo. Appositi software 
acquisiscono lo spettro di emissione di ogni singolo campione per tutta la durata della PCR 
e convertono la variazione di fluorescenza del reporter in una rappresentazione in tempo 
reale della cinetica d’amplificazione. Il calcolo della quantità di DNA dei campioni incogniti 
viene effettuata determinando il ciclo della PCR (ciclo soglia, Ct) in cui viene raggiunto il 
valore soglia di fluorescenza del reporter e dove cioè i segnali di amplificazione specifici 
sono separabili da quelli del rumore di fondo del sistema. 
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                    Figura 13: Grafico RT-PCR. 
Il vantaggio in termini di precisione e di intervallo di quantificazione rispetto alle PCR 
tradizionali, è dovuto alla possibilità di quantificare il DNA al ciclo soglia, che è sempre 
calcolato nella fase esponenziale della reazione PCR, fase in cui i reagenti sono ancora 
lontani dall’esaurimento e gli elementi di variabilità sono così ridotti al minimo. 
Come marcatore fluorescente è stato utilizzato il SYBR Green, una molecola fluorescente 
non specifica che si lega al solco minore del DNA; durante l’elongazione si verifica un 
aumento di fluorescenza che corrisponde all’ aumento del numero di copie 
dell’amplicone. E’ una metodica non-specifica: la molecola fluorescente si lega random a 
tutte le doppie eliche , inclusi i dimeri dei primers. È necessario ottimizzare la metodica 
per evitare la formazione di prodotti aspecifici. 
In questo lavoro, il saggio di RT-PCR è stato allestito come segue: 
 12,5 l DyNAmo Flash SYBR Green qPCR Mastermix (ThermoScientific), 
comprensivo di polimerasi, dNTP, MgCl2, SYBR Green miscelati in buffer; 
  5 l di cDNA; 
 3.5 l di H2O; 
 Primers: 2,5 l REV 1 M e 2,5 l FOR 1 M;                                          




È stato eseguito il seguente schema di RT-PCR: 
1. 98°C per 30 s (denaturazione dei due filamenti e attivazione della Taq polimerasi; 
2. 60°C per 30 s (annealing dei primers); 
3. 72°C per 30 s (estensione dei filamenti); 
per un totale di 40 cicli. 
I primers utilizzati sono riportati nella seguente tabella: 
                   REV                  FOR 
  -actina GCTTTTTTGTCCAGGCACTTCAT  CGTCTTCCCCTCCATCG 
EPO-R CCACAGGCAGCCATCATTCT AGCCCAGAGAGCGAGTTTGA 
 
La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping, in quanto gene ubiquitariamente 
espresso. I livelli di mRNA per ogni campione sono stati normalizzati rispetto ai livelli di 
mRNA della β-actina e l'espressione relativa è stata calcolata utilizzando il valore Ct. La 
specificità della PCR è stata determinata sia con l'analisi della curva di melting (si misura la 
fluorescenza all'aumentare della temperatura e se non ci sono impurità si nota un solo 
picco) sia con l’elettroforesi su gel d’agarosio al 2% con 10 μl di bromuro di etidio. 
2.5 Studi di funzionalità cellulare 
2.5.1 Saggio di vitalità cellulare (MTS assay) 
Per la valutazione della vitalità cellulare sono state seminate 3000 cellule HUVEC per 
pozzetto in multi-well da 96 pozzetti. Ciascun pozzetto è stato pre-trattato con gelatina. 
Dopo 24 ore dalla semina sono stati effettuati i trattamenti con EPO  UI/ml,), DarbEPO 
(1 UI/ml) e CERA (5 UI/ml,); ciascun trattamento è stato testato in assenza o in presenza 
dell’inibitore della fosforilazione di STAT-5, NT (80 M). Dopo 72 ore dal trattamento è 
stata determinata la vitalità cellulare mediante il saggio colorimetrico CellTiter 96R 
AQueous One Solution Cell Proliferation (Promega). Esso si basa sull’utilizzo di un reagente 
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(CellTiter 96R AQueous One Solution Cell Proliferation Reagent) contenente i composti 
tetrazolio MTS e PES (fenazina etansolfato, un reagente di accoppiamento elettronico): 
PES presenta un’elevata stabilità chimica, che rende possibile la reazione con MTS, per 
formare una soluzione stabile. L’MTS viene ridotto nei mitocondri delle cellule vive in un 
prodotto colorato, il formazano, solubile nei mezzi di coltura (Figura 14). Questa 
conversione si accompagna alla produzione di NADPH o NADH da parte degli enzimi 
deidrogenasi, presenti nelle cellule attive dal punto di vista metabolico. 
 
                  
                                Figura 14: Produzione di un composto colorato, Formazano 
Prima di eseguire il saggio il reagente 96R AQueous One Solution Cell Proliferation è stato 
scongelato, lasciandolo per 60 minuti a temperatura ambiente o 10 minuti nel bagno 
riscaldato a 37°C. 
Dopo 72 ore di trattamento, in ciascun pozzetto è stato sostituito il mezzo contenente le 
epoetine, con 100l di mezzo di coltura fresco a cui sono stati aggiunti 20 l del reagente, 
al buio. Il multiwell è stato incubato per 1-2 ore a 37°C in un ambiente umidificato, al 5% 
di CO2 e al riparo dalla luce. Trascorso tale tempo è stata osservata la comparsa di una 
colorazione giallo-bruna e l’assorbanza del prodotto colorato (formazano) è stata letta a 
490 nm mediante l’utilizzo di un lettore di piastre Wallac Victor-2 (Perkin Elmer). 
La quantità di formazano prodotta è direttamente proporzionale al numero di cellule 





2.5.2 Stimolazione dell’angiogenesi: modello in vitro              
 L’angiogenesi, o neovascolarizzazione, è il processo di generazione di nuovi vasi sanguigni 
derivati come estensioni del sistema vascolare esistente. Le principali cellule coinvolte 
sono cellule endoteliali, che si trovano in tutti i vasi sanguigni e costituiscono la quasi 
totalità dei capillari. L'angiogenesi comporta più passaggi per raggiungere la formazione di 
nuovi vasi sanguigni: le cellule endoteliali devono prima uscire dalla loro posizione stabile 
rompendo la membrana basale, poi migrare grazie ad uno stimolo angiogenico ed infine 
proliferare per fornire il numero necessario di cellule per generare un nuovo vaso. 
Successivamente a tale proliferazione, la nuova neo-formazione di cellule endoteliali si 
deve riorganizzare in una struttura tubolare tridimensionalmente. 
Con questo saggio di angiogenesi in vitro è stata valutata e misurata la capacità delle 
cellule endoteliali di formare strutture tridimensionali (formazione del tubulo). In questo 
test è stato utilizzato il Matrigel, che funge da matrice extracellulare; Matrigel è il nome 
commerciale di una miscela proteica gelatinosa secreta dalle Engelbreth-Holm-Swarm 
(EHS), le cellule del sarcoma di topo ed è commercializzato da BD Biosciences e da 
Trevigen.  Questa miscela risulta simile all'ambiente extracellulare presente in molti 
tessuti ed è utilizzato come substrato per coltura cellulare; viene conservato a -20°C, ma 
prima di essere utilizzato per essere distribuito sul materiale da laboratorio (multi-well di 
plastica) deve diventare liquido e ciò si verifica mantenendolo a 4°C tutta la notte prima 
dell’esperimento. Quando è incubato a 37°C le proteine contenute nel Matrigel si auto-
assemblano producendo una pellicola sottile che ricopre la superficie dei pozzetti del 
multi-well. 
Cellule coltivate su Matrigel mostrano un comportamento cellulare complesso, che non si 
verificherebbe su superfici di plastica; per esempio, le cellule endoteliali creano delle reti, 
simili ad una ragnatela. Tali reti sono altamente indicative di sistemi capillari 
microvascolari.  
La capacità del Matrigel di stimolare queste funzioni cellulari è una conseguenza della sua 
composizione eterogenea: i suoi componenti principali sono proteine strutturali come 
laminina , entactina e collagene ed altre sequenze peptidiche “adesive” in grado di 
riprodurre una reale matrice extracellulare.       
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La foto a sinistra mostra una coltura di cellule HUVEC in fiasche o piastre di plastica, 
mentre la foto a destra mostra la formazione di reti da parte delle stesse cellule. 
Per l’esecuzione di questo esperimento, le HUVEC (200.000 cellule/well) sono state 
seminate su piastre rivestite da gelatina da 6 pozzetti e incubate con mezzo di coltura nel 
controllo, con i farmaci EPOα 1 UI/ml, DarbEPO 1 UI/ml, CERA 5 UI/ml nei trattati e con 
l’inibitore della fosforilazione di STAT-5, NT. Dopo 24 ore, le cellule sono state staccate con 
tripsina-EDTA e centrifugate a 1500 rpm per 5 minuti ottenendo così un pellet, subito 
risospeso; da questa sospensione cellulare state seminate 70.000 cellule per pozzetto in 
piastre da 24 pozzetti rivestiti con 250 l di Matrigel 10 mg/ml (BD Bioscence, Franklin 
Lakes, NJ, USA), che è stato scongelato in ghiaccio a 4 °C ed è solidificato a 37 ° C per 30 
minuti prima della semina cellulare. Dopo 20 ore, le strutture a rete (quindi la formazione 
del tubulo) sono state osservate con un microscopio invertito (Hund, Wetzlar, Germania) 
dotato di una fotocamera digitale (Nikon, Sesto Fiorentino, Italia). Sono stati catturati sei 
campi (ingrandimento 10 ×) per ogni campione e l’analisi è stata effettuata in doppio. Per 
ogni immagine, la lunghezza totale della rete del tubulo e il numero di maglie sono state 
quantificate con le analisi delle immagini tramite il software ImageJ (Image Processing and 




2.6 Analisi statistica 
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L’analisi statistica e la presentazione grafica sono stati eseguiti con il software Graph Pad 
Prism 4 (Grafico-Pad Software Inc, San Diego, CA, USA, 2007). I dati sono stati studiati 
utilizzando un’analisi unidirezionale della varianza (ANOVA) seguita dal test di confronto 
multiplo di Bonferroni. Un valore di p <0.05 è stato considerato statisticamente 









3.1 Ottimizzazione delle condizioni sperimentali 
Per stabilire le condizioni sperimentali ottimali da impiegare per lo studio dei segnali 
intracellulari in seguito all’attivazione di EPO-R, è stata analizzata la fosforilazione della 
proteina STAT-5. Questa è stata valutata dopo stimolazione con Epoα (1 UI/ml) per 5, 10 e 
30 minuti, mantenendo le cellule HUVEC in tre diverse condizioni di coltura, come 
riportato nella sezione di Materiali e Metodi; il fattore di crescita dell’endotelio vascolare 
(VEGF) alla concentrazione di 25 ng/ml è stato utilizzato come controllo positivo. I risultati 
hanno mostrato che EPOα (1 UI/ml) stimola  la fosforilazione  di STAT-5  in maniera  
tempo-dipendente nelle cellule mantenute, nelle 24 ore precedenti l'esperimento, in 
mezzo M199 privo di FBS e di fattori di crescita, ma addizionato di BSA (0,5%)  e OVD (0,2 
mM) (Figura 15). Questi risultati suggeriscono che l'aggiunta di BSA, che ha effetti trofici, 
e di OVD, che riduce la defosforilazione delle proteine, riproduce le condizioni 
sperimentali ideali per valutare la risposta del recettore EPO-R all’agonista. Gli stessi 
risultati sono stati ottenuti trattando le cellule con VEGF. Sulla base di questi risultati, le 
suddette condizioni sperimentali sono state utilizzate anche per i successivi esperimenti. 
                 
Figura 15: Fosforilazione della STAT-5 dopo stimolazione con VEGF e con epoetina alfa 
(EPOα). Le cellule HUVEC sono state trattate con VEGF (25 ng/ml) per 10 minuti e con 
EPOα (1 UI/ml) per 5, 10 e 30 minuti nelle seguenti condizioni di coltura cellulare. 1) 
Colonne bianche: durante le 24 ore precedenti l’esperimento le cellule sono state 
mantenute in condizioni prive di nutrienti, con l’utilizzo del mezzo M199 privo di FBS e di 
fattori di crescita, integrato con albumina di siero bovino (BSA) 0,5% e sodio ortovanadato 
(OVD) 0,2 mM. 2) Colonne grigie: durante le 12 ore precedenti l’esperimento le cellule 
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sono state mantenute in condizioni prive di nutrienti, con l’utilizzo del mezzo M199 privo 
di FBS, di fattori di crescita e di BSA. 3) Colonne nere: Durante le 12 ore precedenti 
l’esperimento le cellule sono state mantenute in condizioni prive di nutrienti, con l’utilizzo 
del mezzo M199 privo di FBS e di fattori di crescita, integrato con OVD 30 minuti prima 
dell’esecuzione del test. In ciascuna condizione sperimentale, la risposta delle cellule è 
stata valutata come fosforilazione di STAT-5 dopo stimolazione con  VEGF o 
EPOα. I dati sono espressi come percentuale della fosforilazione di STAT-5 rispetto alle 
cellule di controllo non trattate (a cui è stato dato il valore di 100%) e rappresentano la 
media ± SEM di tre esperimenti indipendenti. *** P <0,001; ** p <0.01 rispetto al valore 
basale.  
3.2 EPO-α, DarbEPO e CERA mediano la fosforilazione di STAT-5: 
dipendenza  dalla concentrazione e dal tempo 
Le HUVEC sono state pre-incubate per 24 ore in mezzo M199, con BSA al 0,5% e OVD, 0,2 
mM. Le cellule sono state poi trattate per 5 minuti con varie concentrazioni di EPOα, 
DarbEPO o CERA (da 0,5 a 10 UI/ml). Un campione di cellule non trattate è stato usato 
come controllo in ciascuna condizione sperimentale, per ottenere il valore basale (Figura 
16). I risultati mostrano che tutte le epoetine testate stimolano la fosforilazione di STAT-5  
in modo dipendente dalla concentrazione, con un effetto massimo alla concentrazione di 
1 UI/ml per EPOα e DarbEPO e di 5 IU/ml per CERA. Non è stata evidenziata alcuna 
differenza significativa tra le curve dose-risposta  di EPOα e DarbEPO, mentre alla 
concentrazione di 5 UI/ml per il CERA  è stata indotta la massima fosforilazione di STAT-5. 
                 
Figura 16: Fosforilazione della proteina STAT-5 mediata da EPOα, DarbEPO e CERA: 
concentrazione-dipendenza. 
Le HUVEC sono state trattate con diverse concentrazioni delle 3 epoetine (0,5-1-2,5-5-10 
52 
 
UI/ml) per 5 minuti. I livelli di fosforilazione di STAT-5 sono stati quantificati utilizzando il 
protocollo del kit ELISA come riportato nella sezione Materiali e Metodi. I dati sono 
espressi come percentuale di fosforilazione di STAT-5 rispetto alle cellule di controllo non 
trattate (a cui è stato dato il valore di 100%) e rappresentano la media ± SEM di tre 
esperimenti indipendenti. 
 
E’ stata poi valutata la fosforilazione di STAT-5 in funzione del tempo, in seguito alla 
stimolazione con EPOα, DarbEPO e CERA. Dopo 24 ore nel mezzo di coltura 
precedentemente descritto, le HUVEC sono state trattate con le epoetine alla 
concentrazione che provoca l'effetto massimo (1 UI/ml per EPOα e DarbEPO, 5 UI/ml per 
CERA) per 1, 5, 10 e 30 minuti. Un campione di cellule non trattate è stato usato come 
controllo, in ciascuna condizione sperimentale, per ottenere il valore basale (Figura 17A). 
I risultati mostrano che EPOα (1 UI/ml) e DarbEPO (1 UI/ml) stimolano la fosforilazione di 
STAT-5  in maniera tempo-dipendente con cinetiche rapide e transitorie e il massimo 
effetto avviene dopo 5 minuti di trattamento. Diversamente, il trattamento delle cellule 
con CERA induce un'attivazione bifasica di STAT-5 con due picchi a 5 e 30 minuti (Figura 
17A). Per studiare la cinetica di attivazione di STAT-5 in dettaglio, esperimenti simili sono 
stati condotti utilizzando VEGF (25 ng/ml) e GM-CSF (10 UI/ml) come controlli positivi 
(Figura 17B). I dati hanno confermato che VEGF induce attivazione di STAT-5 in maniera 
tempo-dipendente con un effetto massimo dopo 30 minuti. GM-CSF ha mostrato un 
effetto bifasico simile a quello che si verifica con il trattamento con CERA. Questi risultati 
suggeriscono che l’attivazione di STAT-5 segua diverse cinetiche in funzione del tempo, a 
seconda del tipo di epoetina utilizzata per indurre l'attivazione.  
          A      
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Figura 17: Fosforilazione della proteina STAT-5 mediata da EPOα, DarbEPO e CERA, VEGF, 
GM-CSF: tempo-dipendenza. Le HUVEC sono state trattate con EPOα (1 UI/ml), DarbEPO 
(1 UI/ml) e CERA (5 UI/ml) per diversi periodi di tempo compresi tra 5 a 30 minuti (A). 
Campioni di cellule sono state trattate con VEGF (25 ng/ml) e con il fattore stimolante le 
colonie di granulociti-macrofagi (GM-CSF) (10 IU/ml) per lo stesso intervallo di tempo (5-
30 minuti)(B). I livelli di fosforilazione di STAT-5  sono stati quantificati seguendo le 
istruzioni del Kit ELISA come illustrato nella sezione di Materiali e Metodi. I dati sono 
espressi come percentuale di fosforilazione STAT-5 rispetto alle cellule di controllo non 
trattate (a cui è stato dato il valore di 100%) e rappresentano la media ± SEM di tre 
esperimenti indipendenti. 
Per verificare la specificità dei risultati, gli stessi esperimenti sono stati effettuati 
valutando gli effetti di VEGF e dei 3 diversi ESA sulla fosforilazione di STAT-5 in presenza di 
un suo inibitore N'-((4-osso-4H-cromen-3-yl) metilene) nicotinoidrazide (NT). Questo 
composto, non essendo di natura peptidica è ben permeabile alla cellula. L’inibitore si 
lega selettivamente al dominio SH2 di STAT-5 (IC50 = 47 M), mentre presenta un’affinità 
minore verso il dominio SH2 di STAT-1, STAT-3 o Lck (IC50> 500 M). I risultati illustrati in 
Figura 18 mostrano che l’inibitore della fosforilazione di STAT-5, NT, impedisce 
completamente l'attivazione del fattore di trascrizione mediata da VEGF e dagli ESA. 
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Figura 18: Effetto dell'inibitore sulla fosforilazione di STAT-5 dopo stimolazione con EPOα, 
DarbEPO e CERA. Le HUVEC sono state trattate con veicolo (basale), EPOα (1 UI/ml), 
DarbEPO (1 UI/ml), CERA (5 UI/ml) per 5 o 30 minuti e VEGF per 10 minuti, sia in presenza 
di un inibitore della fosforilazione di STAT-5, NT (80 M, colonne nere) che in assenza 
(colonne grigie). I livelli di fosforilazione di STAT-5  sono stati quantificati seguendo le 
istruzioni del Kit ELISA come illustrato nella sezione di Materiali e Metodi. I dati sono 
espressi come percentuale di fosforilazione di STAT-5 rispetto alle cellule di controllo non 
trattate (a cui è stato dato il valore di 100%) e rappresentano la media ± SEM di tre 
esperimenti indipendenti.*** P <0,001; ** p <0.01: * p <0,05 vs valore basale. # # # P 
<0.001; # # p <0.01 vs controllo (in assenza di inibitore).  
3.3 Desensitizzazione di EPO-R 
In altri esperimenti sono state valutate sia la sensibilità di EPO-R alla desensitizzazione, 
dopo esposizione prolungata all'agonista, che la dipendenza dal tempo e dalla 
concentrazione di questo fenomeno.  Le HUVEC sono state trattate con EPOα (1 UI/ml), 
DarbEPO (1 UI/ml) e CERA (5 UI/ml) per diversi intervalli di tempo compresi tra 5 e 120 
minuti (Figura 19A). I risultati mostrano che il trattamento con EPOα (1 UI/ml) induce 
desensitizzazione del recettore in funzione del tempo, con un effetto massimo dopo 60 
minuti e un valore di t 1/2 pari a 18,17 minuti. Analogamente, il trattamento con DarbEPO 
(1 UI/ml) desensitizza EPO-R con un valore di t 1/2 pari a 11,21 minuti. L'analisi statistica 
non ha mostrato alcuna differenza significativa nella cinetica di desensitizzazione di 
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queste due epoetine. Al contrario, la desensitizzazione con CERA è indotta con cinetiche 
più rapide rispetto agli altri due farmaci (t 1/2 = 2.77 minuti). Per quanto riguarda invece la 
dipendenza dalla concentrazione, gli esperimenti sono stati effettuati trattando le cellule 
con solo mezzo nel controllo e con diverse concentrazioni di  EPOα, DarbEPO e CERA, 
comprese tra 0,5 UI/ml e 10 UI/ml per 60 minuti (Figura 19B). Trascorso tale periodo di 
tempo, il mezzo con il trattamento è stato aspirato e le cellule sono state nuovamente 
stimolate con l'aggiunta di EPOα 1 UI/ml, DarbEPO (1 UI/ml) e CERA (5 UI/ml) per 5 
minuti. I risultati mostrano che le tre epoetine inducono desensitizzazione recettoriale in 
un modo dipendente dalla concentrazione. La desensitizzazione con Epoα e DarbEPO  
raggiunge il picco massimo quando la loro concentrazione è 1 UI/ml e tende a diminuire a 
concentrazioni più alte di agonista, mentre CERA induce desensitizzazione 
(concentrazione-dipendente) a tutte le concentrazioni testate. Questi risultati 
suggeriscono che CERA regola i meccanismi di down-regulation di EPO-R in modo diverso 
rispetto  a EPOα e DarbEPO. 
 I dati provenienti dai diversi esperimenti sono stati normalizzati eseguendo 
contemporaneamente un saggio immunoenzimatico per quantificare il totale della 
proteina STAT-5. I risultati indicano che i diversi trattamenti non alterano i livelli di 
proteine totali di STAT-5. 






         
    B 
Figura 19: Desensitizzazione di EPO-R. (A)Tempo-dipendenza: le cellule sono state trattate 
con veicolo nel controllo, EPOα (1 UI/ml), DarbEPO (1 UI/ml) e CERA (5 UI/ml) per diversi 
periodi di tempo: 5, 10, 15, 30, 60 e 120 minuti. (B) Concentrazione-dipendenza: le cellule 
sono state trattate con solo mezzo nel controllo o con diverse concentrazioni di  EPOα, 
DarbEPO e CERA (0,5, 1, 2,5, 5, 10 UI/ml) per 60 minuti. Trascorso tale periodo di tempo, 
le cellule sono state lavate e stimolate con l'aggiunta di EPOα 1 UI/ml, DarbEPO (1 UI/ml) 
e CERA (5 UI/ml) per 5 minuti. I livelli di fosforilazione di STAT-5  sono stati quantificati 
seguendo le istruzioni del Kit ELISA come illustrato nella sezione di Materiali e Metodi. I 
dati sono espressi come percentuale di fosforilazione di STAT-5 rispetto alle cellule di 
controllo non trattate (a cui è stato dato il valore di 100%) e rappresentano la media ± 
SEM di tre esperimenti indipendenti. 
3.4 Risensitizzazione di EPO-R 
La risensitizzazione dei recettori è stata studiata in seguito all’induzione della 
desensitizzazione del recettore con EPOα, DarbEPO e CERA; sono state testate diverse 
concentrazioni in diversi tempi di esposizione (18-54 minuti). Nella prima serie di 
esperimenti, le HUVEC sono state incubate con EPOα (1 UI/ml) e DarbEPO (1 UI/ml)  per 
18 o 54 minuti per indurre la desensitizzazione dei recettori. Nella seconda serie di 
esperimenti, le cellule sono state desensitizzate per lo stesso periodo di tempo trattando 
le cellule con EPOα (3 UI/ml), DarbEPO (3 UI/ml) e CERA (5 UI/ml). Trascorso questo 
tempo (18 o 54 minuti), le cellule sono state lavate rimuovendo il mezzo con i trattamenti 
e sostituendolo con solo mezzo fresco per tempi diversi, per consentire una nuova sintesi 
57 
 
del recettore e sua traslocazione sulla membrana. Dopodiché è stato osservato il 
recupero di reattività di EPO-R nelle cellule di controllo non trattate, nelle cellule 
desensitizzate e con seguente risensitizzazione, valutando i livelli di fosforilazione di STAT-
5 dopo successiva stimolazione con EPOα (1 UI/ml), DarbEPO (3 UI/ml) e CERA (5 UI/ml 
per 5 minuti. Dopo trattamento con EPO (1 UI/ml), la risensitizzazione del recettore si è 
verificata in maniera tempo-dipendente (Figura 20A). Il recupero di responsività del 
recettore è stato valutato dopo un wash-out delle cellule (mezzo fresco senza 
trattamenti) per un intervallo di tempo compreso tra 2 e 24 ore. Come illustrato in figura 
20A, quando EPO-R è stato desensitizzato per 18 minuti con EPOα (1 UI/ml), la 
risensitizzazione del recettore appariva dopo un periodo di wash-out di 2 ore  ed era 
completa dopo 24 ore. Quando invece la desensitizzazione del recettore è stata indotta 
per 54 minuti con EPOα (1 UI/ml), il recupero di reattività del recettore è stato rilevato 
dopo un periodo di 24 ore di wash-out. Questi risultati suggeriscono che la cinetica di 
risensitizzazione del recettore dipende dalla durata dell'esposizione del recettore 
all’agonista: è più lenta quando la desensitizzazione del recettore è stata indotta da una 
esposizione prolungata  all'agonista. 
Allo stesso tempo, è stata valutata la risensitizzazione di EPO-R dopo induzione di 
desensitizzazione con DarbEPO alle stesse concentrazioni sopra riportate. Come mostrato 
in Figura 20B, dopo il trattamento delle HUVEC con DarbEPO (1 UI/ml) per 18 minuti, la 
reattività del recettore è ripristinata dopo 6 ore di wash-out. Invece, quando le cellule 
sono state trattate con DarbEPO per 54 minuti, la reattività del recettore rimane assente 
anche dopo un periodo di 24 ore di wash-out, dimostrando che in questo tempo di 
esposizione a DarbEPO, la risensitizzazione del recettore non avviene entro il periodo di 
tempo valutato in questo studio. È quindi evidente che la cinetica di risensitizzazione di 
EPO-R dipende dal tipo di agonista utilizzato nella fase di pre-esposizione. Con lo stesso 
periodo di desensitizzazione, il recupero della risposta del recettore è stato più rapido con 
EPOα rispetto a DarbEPO. 
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Figura 20:  Risensitizzazione di EPO-R in seguito a desensitizzazione indotta del recettore 
con EPOα e DarbEPO (1 UI/ml). Le HUVEC sono state trattate con solo veicolo nel 
controllo,  EPOα (1 UI/ml) (A) o DarbEPO 1 (UI/ml) (B) per 18 o 54 minuti, per indurre 
desensitizzazione del recettore. Poi, il mezzo delle cellule con i trattamenti è stato 
aspirato e sostituito con mezzo fresco per periodi di tempo diversi (2, 6, 24 ore) per 
consentire la risensitizzazione del recettore. Tutti i campioni sono stati poi stimolati 
mediante con l’addizione di EPOα (1 UI/ml) o DarbEPO (1 UI/ml) per 5 minuti e i livelli di 
fosforilazione di STAT-5  sono stati quantificati seguendo le istruzioni del Kit ELISA come 
illustrato nella sezione di Materiali e Metodi. I dati sono espressi come percentuale di 
fosforilazione di STAT-5 rispetto alle cellule di controllo non trattate (a cui è stato dato il 
valore di 100%) e rappresentano la media ± SEM di tre esperimenti indipendenti.**p 
<0.01, * p <0.05 vs DES. 
  
Questi esperimenti sono stati eseguiti anche utilizzando concentrazioni superiori di 
agonista. Quando la desensitizzazione del recettore è stata indotta con la maggiore 
concentrazione di EPOα (3 UI/ml), come illustrato nella Figura 21A,  la cinetica 
risensitizzazione è stata più lenta, con un recupero significativo dopo 24 ore di wash-out. 
In queste condizioni non sono state osservate differenze significative tra la 
desensitizzazione indotta dopo 18 e quella dopo 54 minuti. Quando è stata testata una 
concentrazione più alta di DarbEPO (3 UI/ml), invece, il recupero di reattività è stato 
assente anche dopo 24 ore di wash-out. (Figura 21B). 
La desensitizzazione di EPO-R è stata studiata anche dopo il trattamento con CERA (5 
UI/ml). Come mostrato nella Figura 21C, in seguito alla stimolazione con questo farmaco 
per 20 minuti, la risposta del recettore è stata ripristinata dopo 2 ore di wash-out. Invece, 
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quando le HUVEC sono state trattate con CERA per 60 minuti, la capacità di risposta del 
recettore è stata recuperata dopo 18-24 ore. Questo risultato dimostra che con il farmaco 
CERA, la cinetica di risensitizzazione può dipendere dalla durata dell’esposizione 
all’agonista. Confrontando la cinetica di risensitizzazione di EPO-R ottenuta con le tre 
epoetine, è risultato che CERA consente un recupero della reattività del recettore  più 
veloce rispetto a EPOα e DarbEPO.  
Nel complesso questi risultati mostrano che la cinetica di risensitizzazione di EPO-R 
dipende dal tipo di epoetina, dalla sua concentrazione e dalla durata di 
esposizione/desensitizzazione. Sia per EPOα che per DarbEPO, la cinetica di 
risensitizzazione è più veloce a concentrazioni più basse e a tempi di esposizione più 
brevi. Per CERA, la cinetica di risensitizzazione è abbastanza rapida. Questi risultati 
evidenziano un diverso ruolo delle tre epoetine nella modulazione del recettore, ovvero 





Figura 21: Risensitizzazione di EPO-R in seguito a induzione di desensitizzazione dei 
recettori con EPOα (3 UI/ml), DarbEPO (3 UI/ml) e CERA (5 UI/ml). Le HUVEC sono state 
trattate con solo veicolo nel controllo, EPOα (3 UI/ml) (A), DarbEPO (3 UI/ml) (B) e CERA 
(5 UI/ml) (C) per 18 e 54 minuti con lo scopo di indurre la desensitizzazione dei recettori. 
Il mezzo con i trattamenti è stato poi aspirato e sostituito con mezzo fresco per intervalli 
di tempo diversi (2, 6, 24 ore) per consentire al recettore la risensitizzazione. Tutti i 
campioni sono stati poi stimolati con l'addizione al mezzo di EPOα (3 UI/ml), DarbEPO (3 
IU/ml) e CERA (5 IU/ml) per 5 minuti e i livelli di fosforilazione di STAT-5  sono stati 
quantificati seguendo le istruzioni del Kit ELISA come illustrato nella sezione di Materiali e 
Metodi. I dati sono espressi come percentuale di fosforilazione di STAT-5 rispetto alle 
cellule di controllo non trattate (a cui è stato dato il valore di 100%) e rappresentano la 
media ± SEM di tre esperimenti indipendenti.** p <0.01, * p <0.05 vs DES. 
3.5 Effetti degli ESA sull’espressione di EPO-R 
Per valutare le eventuali modifiche a livello della sintesi dell’mRNA e quindi delle proteine 
durante la desensitizzazione e seguente risensitizzazione di EPO-R, sono stati effettuati 
studi di Real Time-PCR. Con l’utilizzo di questa tecnica, è stato dimostrato che il 
trattamento delle HUVEC con EPOα, DarbEPO e CERA per 54 minuti porta a 
desensitizzazione recettoriale completa, apportando una riduzione significativa 
dell’espressione dell’mRNA di EPO-R senza alcuna differenza significativa tra i tre ESA. Nei 
successivi esperimenti le cellule con recettore desensitizzato (dopo 54 minuti di 
trattamento) sono state lasciate in assenza di agonisti per 24 ore ed è stata osservata una 
differenza marcata nella regolazione dell’mRNA tra le tre epoetine. Quando le cellule 
sono state desensitizzate con EPOα o CERA e dopo sottoposte a risensitizzazione, i livelli 
di mRNA di EPO-R sono tornati a livelli basali. Al contrario, dopo desensitizzazione dei 
recettori con DarbEPO e successiva risensitizzazione, il livello di espressione dell’mRNA di 
EPO-R è rimasto basso (Figura 22). Questi dati suggeriscono che il controllo della 
trascrizione di EPO-R con le epoetine avviene con meccanismi diversi a livello nucleare.     
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Figura 22: Effetto dell’induzione della desensitizzazione e successiva risensitizzazione 
sull'espressione dei livelli di mRNA di EPO-R. Le cellule sono state trattate con solo mezzo 
nel controllo, EPOα (1 UI/ml), DarbEPO (1 UI/ml) e CERA (5 UI/ml) per 54 minuti, poi è 
stato aspirato il mezzo e sostituito con mezzo fresco per 24 ore. E’ stata eseguita la RT-
PCR per il gene di EPO-R ed è stata utilizzata la β-actina come gene  house-keeping . I dati 
sono espressi come i cambiamenti dell’ mRNA di EPO-R vs controllo. * p<0.05, ** p <0.01 
vs cellule di controllo. 
3.6 Effetti della stimolazione con EPOα, DarbEPO e CERA sulla 
vitalità delle HUVEC 
Per verificare il ruolo dei tre diversi ESA sulla vitalità e proliferazione delle cellule 
endoteliali, è stato usato il saggio MTS: sono state quindi analizzate le cellule 
metabolicamente attive dopo il trattamento con i diversi derivati  ESA, in assenza o 
presenza dell'inibitore della fosforilazione di STAT-5, NT. Come mostrato in Figura 23 , le 
epoetine EPOα  e DarbEPO inducono un aumento significativo della vitalità delle cellule 
rispetto alle cellule di controllo non trattate (EPOα: 121,7% ± 0,9%, p <0,01; DarbEPO: 
113,4% ± 1,1%, p <0.05 vs basale valore impostato al 100%). Questi effetti sembrano non 
verificarsi completamente dopo l’incubazione delle cellule con l'inibitore della 
fosforilazione di STAT-5, dimostrando che la via intracellulare che vede coinvolta 
l’attivazione di STAT-5 è principalmente coinvolta negli effetti funzionali di EPO-R sulla 
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vitalità cellulare dopo stimolazione con EPOα e DarbEPO. D’altro canto il trattamento con 
CERA alla concentrazione di 5 UI/ml per 72 ore non ha avuto effetto significativo sulla 
vitalità cellulare. 
                       
Figura 23:  Effetto sulla vitalità delle HUVEC dei tre agenti stimolanti l'eritropoiesi (ESA). 
Le cellule sono state trattate per 72 ore con EPOα (1 UI/ml), DarbEPO (1 UI/ml) e CERA (5 
UI/ml) in assenza o in presenza dell’inibitore della fosforilazione di STAT-5, NT (80 M). La 
vitalità cellulare è stata determinata mediante il saggio MTS, come descritto nella sezione 
Materiali e Metodi. I dati sono espressi come percentuale della vitalità cellulare rispetto 
alle cellule non trattate basali (a cui è stato dato il valore di 100%) e rappresentano la 
media ± SEM di tre esperimenti indipendenti. ** P <0.01; * p <0.05 vs valore basale. 
                       
3.7 Angiogenesi nelle cellule endoteliali dopo stimolazione con 
EPOα, DarbEPO e CERA: saggio in vitro 
Per determinare se i derivati ESA avessero influenza sulla potenzialità angiogenica delle 
cellule endoteliali, è stato eseguito il saggio su Matrigel ed è stata valutata la capacità 
delle HUVEC di formare una rete di maglie simile alla struttura di un capillare. Questo è un 
metodo comunemente utilizzato per la valutazione in vitro dell’angiogenesi. Le HUVEC 
sono state trattate per 24 ore con EPOα (1 UI/ml), DarbEPO (1 UI/ml), CERA (5 UI/ml) e 
con l’inibitore della fosforilazione di STAT-5, NT (80 M). Dopodiché le cellule sono state 
seminate su Matrigel in piastre da 24 pozzetti con mezzo fresco. E’ stata valutata la 
formazione della rete simil-capillare e le foto sono state scattate dopo 20 ore di 
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incubazione su Matrigel (Figura 24A). L'analisi quantitativa ha rilevato che il numero di 
strutture simili a maglie, a seguito del trattamento con i tre ESA, era significativamente 
superiore rispetto al controllo non trattato (Figura 24B, EPOα 148,4 ± 26,8, p <0,05; 
DarbEPO 163,1 ± 35.3, p <0.01; CERA 170,8 ± 26.3, p <0.001 rispetto al valore basale). 
Questi dati suggeriscono che EPOα, DarbEPO e CERA promuovono l'angiogenesi delle 
HUVEC in vitro. Tuttavia, l’inibitore della fosforilazione di STAT-5, NT, induce un 
significativo effetto inibitorio sulla formazione delle strutture simil-capillari anche da solo, 
perciò non è adatto in queste condizioni sperimentali per verificare il coinvolgimento di 
STAT-5 nell’attività proangiogenica mediata dagli ESA. 
 
                B    
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Figura 24:  Effetto degli ESA sull'angiogenesi nelle HUVEC. Le cellule sono state trattate 
con solo veicolo nel controllo (basale) e con EPOα (1 UI/ml), DarbEPO (1 UI/ml), CERA (5 
UI/ml) per 24 ore prima della semina su Matrigel con mezzo fresco. La formazione del 
tubulo-simil capillare è stata osservata al microscopio e quantificata utilizzando il 
programma ImageJ. (A) Immagine rappresentativa della formazione di reti di maglie nelle 
HUVEC su Matrigel dopo 24 ore di incubazione farmaco. (a) basale; (b) inibitore STAT-5; 
(c) EPOα (1 UI/ml); (d) DarbEPO (1 UI/ml); (e) CERA (5 UI/ml) (Ingrandimento originale = 
10 ×). (B) Il numero di strutture simili a maglie è stato quantificato ed espresso come 
percentuale rispetto al campione di controllo. I dati sono espressi come media ± SEM di 
tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato. *** p <0,001; ** p <0.01; * p <0.05 vs 
valore basale. 
3.8 Conclusioni 
L'equilibrio tra i benefici e i rischi nell'uso delle epoetine probabilmente dipende da 
diversi fattori, tra i quali la dose di farmaco efficace, la durata del trattamento 
farmacologico, la farmacocinetica e la risposta funzionale degli EPO-R endoteliali nel 
tempo. Questi parametri potrebbero spiegare le differenze di efficacia e di altri effetti 
terapeutici presenti tra i diversi ESA. In questo studio è stato evidenziato che i tre agonisti 
EPO-R, che presentano strutture diverse (DarbEPO, EPOα e CERA), regolano la risposta 
funzionale del recettore stesso nel tempo in modi diversi. In particolare, è stato 
dimostrato che EPOα, DarbEPO e CERA desensitizzano il recettore per l’eritropoietina e 
presentano differenze marcate nella sua cinetica di risensitizzazione, un processo critico 
di ripristino della risposta funzionale del recettore sulla membrana.  
In primo luogo è stato osservato il meccanismo con cui EPOα, DarbEPO e CERA 
attivano il segnale di EPO-R nelle HUVEC. Tutti gli agonisti stimolano la fosforilazione di 
STAT-5 in modo dipendente dalla concentrazione e con cinetiche diverse. Sia EPOα che 
DarbEPO mostrano un’attivazione monofasica del fattore di trascrizione con un picco 
massimo alla concentrazione di 1 UI/ml per entrambe le epoetine. CERA, invece, induce 
un'attivazione marcata della fosforilazione di STAT-5, con una cinetica bifasica e un picco 
massimo corrispondente alla concentrazione di 5 UI/ml. Questi risultati mostrano un 
meccanismo di azione diverso per DarbEPO e CERA a livello recettoriale.  
Sono stati eseguiti saggi di vitalità e di angiogenesi per valutare se la via intracellulare che 
vede coinvolto STAT-5, dopo attivazione con i diversi ESA, potesse avere un ruolo 
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funzionale nelle cellule endoteliali. E’ stato dimostrato che EPOα induce un aumento 
significativo della vitalità cellulare attraverso un meccanismo che coinvolge l’attivazione 
di STAT-5; anche DarbEPO ha rivelato effetti simili, mentre CERA non ha indotto alcuna 
variazione significativa sulla vitalità cellulare. L'incapacità di CERA di modulare la vitalità 
cellulare dopo un lungo periodo di incubazione del farmaco stesso con le HUVEC (72 ore) 
potrebbe essere causata da un distinto meccanismo molecolare di interazione di questo 
derivato a livello recettoriale rispetto agli altri ESA e dal coinvolgimento di vie 
intracellulari diverse (da quella che vede coinvolta STAT-5) nella regolazione della 
sopravvivenza. 
Con il test in vitro dell’angiogenesi sono state esaminate le diverse epoetine nella 
formazione della rete vascolare su Matrigel. L’incubazione delle HUVEC con EPOα, 
DarbEPO e CERA ha indotto un significativo aumento del numero di strutture simil-
capillare, un valido parametro topologico di angiogenesi, suggerendo che questi composti 
hanno effetti pro-angiogenici sulle cellule endoteliali. Tuttavia, poiché l’inibitore della 
fosforilazione di STAT-5 ha mostrato anche da solo un effetto inibitorio sul 
rimodellamento delle cellule endoteliali, non è stato possibile dimostrare il 
coinvolgimento di questa via intracellulare negli effetti mediati dagli ESA nell’angiogenesi. 
In secondo luogo è stato studiato il meccanismo di desensitizzazione di EPO-R in seguito a 
prolungata esposizione delle cellule a EPOα, DarbEPO e CERA. Non è stata osservata 
nessuna significativa differenza nella cinetica di desensitizzazione indotta da EPOα e 
DarbEPO , suggerendo che questi due agonisti agiscano con meccanismi simili. D’altro 
canto, CERA causa una desensitizzazione più rapida rispetto agli altri ESA. Queste 
differenze possono essere spiegate assumendo che i diversi derivati ESA attuino distinti 
meccanismi molecolari a livello del recettore. Rispetto a EPOα, CERA ha una minore 
affinità per il recettore e si dissocia in modo più rapido. L’inferiore affinità recettoriale 
potrebbe giustificare la necessità di una maggiore concentrazione CERA per ottenere la 
massima attivazione di segnale intracellulare. Inoltre, la rapida cinetica 
associazione/dissociazione di CERA potrebbe essere la causa della rapida induzione di 
desensitizzazione di EPO-R. 
66 
 
E’ stato poi valutato il meccanismo con cui la rimozione dell’agonista, dopo 
desensitizzazione del recettore per l’EPO, potesse ripristinare la funzione del recettore. 
Tra i meccanismi regolatori che controllano la funzionalità dei recettori della membrana 
plasmatica, la risensitizzazione è un evento chiave nel garantire il recupero di recettori di 
membrana allo stato attivo e nel consentire a questi di rispondere a stimoli successivi. 
Sono state osservate cinetiche di risensitizzazione diverse dopo esposizione delle cellule a 
EPOα e DarbEPO: quando la desensitizzazione dei recettori è stata indotta per un periodo 
di tempo più breve (18 minuti), il recupero della risposta recettoriale è stato osservato 
dopo 2 ore di wash-out. Al contrario, quando la desensitizzazione del recettore è stata 
indotta per un periodo di tempo più lungo (54 minuti), la risensitizzazione del recettore è 
stato rilevata solo dopo 24 ore di wash-out. Questi risultati mostrano che il tempo di 
esposizione e, in misura minore, la concentrazione di agonista, sono fattori importanti per 
la regolazione della risensitizzazione. Quando DarbEPO è stato utilizzato negli esperimenti 
di desensitizzazione /risensitizzazione, il recupero della risposta funzionale si è verificato 
con una cinetica molto più lenta. A basse dosi di DarbEPO e con tempi di 
desensitizzazione brevi, la risensitizzazione significativa di EPO-R si è verificata dopo 6 ore 
di wash-out. Aumentando la concentrazione di DarbEPO a 3 UI/ml e il periodo di 
desensitizzazione a 54 minuti, la reattività di EPO-R sembra essere completamente 
assente anche dopo 24 ore di wash-out. Quando CERA è stato utilizzato in questi stessi 
esperimenti, il recupero di reattività del recettore, a pari tempi di desensitizzazione, è 
stato più veloce rispetto a EPOα. Presi insieme questi risultati suggeriscono che EPOα, 
DarbEPO e CERA influiscono in modo diverso sul meccanismo intracellulare coinvolto nel 
riciclo di EPO-R sulla membrana plasmatica. È probabile che le differenze strutturali delle 
molecole possano influenzare il traffico intracellulare dei recettori e possano cambiare la 
permanenza dei recettori attivati sulla superficie cellulare. 
Per determinare se questi ESA potessero influenzare il turnover di EPO-R a livello di 
regolazione della sintesi proteica, è stato valutato l'effetto di desensitizzazione/ 
resensitizzazione dei recettori, indotte dalle tre epoetine, sull'espressione di EPO-R 
tramite l’utilizzo di Real Time-PCR. E’ stato dimostrato che EPO-R, dopo desensitizzazione 
indotta da EPOα, DarbEPO e CERA, è rapidamente inibito in quanto scarsamente 
espresso. Dopo trattamento con EPOα e CERA, il recettore viene risensitizzato e questo 
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processo vede coinvolta la sintesi di un pool di nuove proteine recettoriali. Viceversa, in 
seguito a trattamento con DarbEPO, il turnover fisiologico di EPO-R sembra essere 
compromesso. In questo caso non vi è alcuna  nuova sintesi del recettore in quanto i livelli 
della proteina sono rimasti bassi e EPO-R non è in grado di riciclare sulla membrana 
plasmatica in uno stato attivo funzionale.  
Sulla base di questi dati, si può ipotizzare che la desensitizzazione reversibile di EPO-R, 
oltre alla funzione di spegnere una risposta biologica, potrebbe attivare un segnale a 
lungo termine  di controllo sull’espressione del recettore a livello nucleare. Differenze 
nella struttura chimica delle epoetine probabilmente influiscono sulla macchina 
endocitica di EPO-R e possono controllare in modo differenziale il turnover dell’EPOR, 
importante per la conseguente funzionalità del recettore. 
Questi dati supportano l'ipotesi che l'attivazione di EPO-R a basse dosi di ESA, per un 
breve periodo di tempo, è un prerequisito essenziale per mantenere il recettore in uno 
stato funzionale nelle cellule endoteliali. Questi risultati possono rappresentare un 
importante punto di partenza per la creazione di nuovi protocolli terapeutici per l’EPO e 
suoi derivati nel trattamento di lesioni vascolari. Anche se può essere difficile tradurre i 
dati in un modello in vivo, lo studio dei meccanismi di regolazione di EPO-R nelle cellule 
endoteliali rappresenta un punto di partenza per l’analisi della capacità di risposta 
funzionale del recettore stesso e per l'ottimizzazione individuale di una terapia efficace. 
Sebbene la disponibilità di farmaci a  lunga durata sia clinicamente utile in termini di 
costo e di numero di somministrazioni, deve essere notato che la scelta dei differenti ESA 
e l'uso di alte dosi di questi farmaci possono influenzare il turnover fisiologico del 
recettore e causare l'insorgenza di resistenza ai farmaci, con conseguente aumento della 
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